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2 ZUSAMMENFASSUNG 
 
ZUSAMMENFASSUNG 
Der C4-Stoffwechsel in Mais (Zea mays) dient der effizienten Konzentrierung von CO2 
in der räumlichen Umgebung des Enzyms RuBisCo und der dadurch bedingten 
Unterdrückung der Photorespiration, wie sie in C3-Pflanzen auftritt. Obwohl sich 
zahlreiche Untersuchungen mit der Regulation der C4-Photosynthese befasst haben, sind 
viele der beteiligten Faktoren weiterhin unbekannt. Um einen Beitrag zur 
Identifizierung notwendiger Elemente der C4-Photosynthese in Mais zu leisten, sollten 
über mutationsanalytische Ansätze Pflanzen mit Defekten im C4-Zyklus identifiziert 
werden. 
Aufgrund des Mechanismus der CO2-Fixierung und der enzymatischen Ausstattung 
diskriminieren C3-Pflanzen bei der CO2-Aufnahem wesentlich stärker gegen das 
schwere Kohlenstoffisotop 13C als C4-Pflanzen. Durch die Sichtung einer 
mutagenisierten Maispopulation in Hinblick auf den 13C-Gehalt der Maispflanzen 
konnten Mutanten identifiziert werden, die sich in ihrer Anatomie, ihrem Stoffwechsel 
und ihrem Transkriptionsstatus deutlich von normalen Maispflanzen unterscheiden. Die 
Mutanten zeigen eine Reduzierung der Chloroplastenanzahl sowie Veränderungen der 
Morphologie von Bündelscheiden- und Mesophyllchloroplasten. Die Photosyntheserate 
der Pflanzen ist reduziert und der apparente Kompensationspunkt dem von C3-Pflanzen 
angenähert. Außerdem ist die Abundanz C4-spezifischer Transkripte und Metaboliten 
verändert. Mögliche physiologische und genetische Ursachen des Phänotyps werden in 
der Diskussion vergleichend gewichtet. 
In einer weiteren Mutantepopulation wurde durch eine PCR-Sichtung eine Maislinie mit 
einer Transposoninsertion im putativen Promotorbereich des Dof1 Gens identifiziert. 
Dem Transkriptionsfaktor DOF1 wird eine zentrale Rolle in der Regulation der C4-
spezifischer Genexpression zugeschrieben. Die Insertion des Transposons führt in den 
Mutanten zu einer Inaktivierung des Dof1 Promotors und zu einer drastisch 
eingeschränkten Transkription von Dof1. Analysen der Mutanten zeigen, dass DOF1 im 
Widerspruch zu den bisher publizierten Daten nicht für die Induktion der Transkription 
des Schlüsselenzyms der C4-Photosynthese Pepc notwendig zu sein scheint. Für Dof1 
wurde ein lichtinduziertes Expressionsmuster mit einer außergewöhnlich schnellen 
Reaktion auf den Lichtstimulus festgestellt. Parameter des Stickstoff- und 
Kohlenstoffhaushaltes der Mutanten sind im Vergleich zu Wildtyppflanzen unverändert. 
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ABSTRACT 
The C4-metabolism in Maize (Zea mays) serves to efficiently concentrate CO2 near the 
enzyme RuBisCo. Therefore the photorespiration, as we can find in C3-plants, is 
suppressed. Although numerous investigations deal with the regulation of the C4-
photosynthesis, a lot of factors which take part in it are unknown. To make a 
contribution to the identification of necessary elements of the C4-photosynthesis in 
maize plants with defects in the C4-cycle should be identified by analysis of mutated 
maize populations. 
Based on the mechanism of the CO2-fixation and their enzymatic equipment during the 
CO2- absorption C3-plants discriminate far stronger against the heavy carbon isotope 
13C than C4-plants do. By screening a mutated maize population regarding the 13C-
content, mutants with clear differences in the anatomy, the metabolism and the 
transcription status in comparison to a wildtype were identified. The mutants show a 
reduction in the number of chloroplasts and changes in the morphology of bundle sheet- 
and mesophyllchloroplasts. The plants photosynthesis rate is reduced and the apparent 
compensation point approaches that of C3-plants. Furthermore the abundance of C4-
specific transcripts and metabolites has changed. Physiological and genetic reasons for 
the phenotype are comparatively assessed in the discussion. 
In another population of mutated maize plants a line with transposon integration in the 
putative promoter of the Dof1 gene was identified by PCR-screening. DOF1 is 
described to play a central role in the regulation of the C4-specific gene expression. The 
insertion of the transposon leads to an inactivation of the Dof1 promoter and to a 
restricted transcription of Dof1 in the mutants. The analysis of the mutants shows, that 
in contrast to published data, DOF1 is not necessary for the induction of the 
transcription of Pepc, the key enzyme of the C4-photosynthesis. For Dof1 a light 
induced expression with an exceptional fast reaction to the light stimulus was observed. 
The parameters of the nitrogen and carbon metabolism are unchanged in comparison to 
wildtype plants. 
 
4 EINLEITUNG 
 
1 EINLEITUNG 
Sonnenenergie ist die elementare Quelle biologischer Energie. Unter Photosynthese 
versteht man die Umwandlung von Sonnenenergie in chemische Energie durch 
photosynthetisch aktive Lebewesen. Durch die Photosynthese photoautotropher 
Organismen werden im Licht aus Kohlenstoffdioxyd (CO2) und Wasser organische 
Substanzen gebildet. 
1.1 C3-Photosynthese 
Man unterteilt die Photosynthese in eine Lichtreaktion und in eine lichtunabhängige 
Dunkelreaktion. In der Lichtreaktion der Photosynthese wird die Lichtenergie genutzt, 
um Reduktionsäquivalente und Adenosintriphosphat (ATP) für die Synthese 
organischer Verbindungen im Calvin Zyklus bereitzustellen. Für die Fixierung und 
Reduktion von CO2 ist Licht nicht notwendig. In der Dunkelreaktion wird unter 
Verbrauch der in Reduktionsäquivalenten und ATP gespeicherten Energie CO2 an eine 
durch den Organismus gebildete und als Akzeptor fungierende organische Verbindung 
gebunden. Das Enzym Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCo, 
EC 4.1.1.39) katalysiert den ersten Schritt des Calvin-Zyklus, der der endgültigen 
Fixierung von CO2 in Form des C3-Körpers 3-Phosphoglycerat und dem Aufbau von 
Kohlehydraten dient. 
RuBisCo besitzt neben der zur Fixierung von CO2 notwendigen Carboxylaseaktivität 
eine Oxygenaseaktivität. O2-Aufnahme und CO2-Abgabe im Licht in 
photosynthetisierenden Zellen bezeichnet man wegen der formalen Ähnlichkeit mit dem 
Atmungsgaswechsel als Photorespiration. Die durch Fixierung von O2 entstehenden 
Stoffwechselprodukte werden in mehreren Schritten zu Serin, das zur 
Proteinbiosynthese verwendet wird, oder weiter zu Phosphoglycerat, das dem Calvin-
Zyklus zugeführt wird, umgewandelt. Dabei geht Pflanzen bereits fixiertes CO2 und 
reduzierter Stickstoff und daher Energie verloren (Brooks und Farquhar, 1985; Oaks, 
1994). Die Photorespiration wird durch hohe Temperaturen, bei denen die Affinität der 
RuBisCo zu CO2 sinkt, und durch hohen O2-Partialdruck in der Nähe der RuBisCo 
begünstigt. Hohe Lichtintensität oder trockene Bedingungen, die Pflanzen dazu 
zwingen, die Stomata zu schließen, so dass eine CO2 Aufnahme und eine O2-Abgabe 
erschwert wird, führen daher, neben einer hohen Umgebungstemperatur, zu einer 
eingeschränkten Photosyntheseaktivität (Furbank und Taylor, 1995). 
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Man unterscheidet anhand des ersten stabilen Fixierungsproduktes verschiedene Typen 
von photosynthetisch aktiven Pflanzen. Etwa 95 % aller terrestrischen Pflanzen fixieren 
atmosphärisches CO2 über den C3-Stoffwechselweg direkt durch RuBisCo. Aus dem 
C3-Grundzustand haben sich verschiedene Pflanzen zu C4-Pflanzen weiterentwickelt, 
die durch verschiedene Mechanismen verhindern, dass die Oxygenaseaktivität der 
RuBisCo zum Tragen kommt (Langdale und Nelson, 1991; Sheen, 1999). 
1.2 C4-Photosynthese 
Die Blätter der C4-Pflanzen unterscheiden sich anatomisch grundsätzlich von denen der 
C3-Pflanzen. Die Leitbündel sind konzentrisch von einer Scheide aus 
Bündelscheidenzellen umgeben, um die in engem Kontakt Mesophyllzellen angeordnet 
sind (Edwards et al., 2004). Im Unterschied zu C3-Pflanzen mit bis zu 20 
Mesophyllzellen zwischen den Leitbündeln beträgt der Abstand zwischen den 
Leitbündeln der C4-Pflanzen in der Regel zwei Zellen (Langdale et al., 1988). Dadurch 
steht jede Mesophyllzelle mit mindestens einer Bündelscheidenzelle in Kontakt. 
Zusätzlich sind die beiden Zelltypen in C4-Pflanzen im Vergleich zu C3-Pflanzen mit 
drei bis sechs mal mehr Plasmodesmata verbunden (Botha, 1992). Die 
Bündelscheidenzellen sind dicht gepackt, Interzellulare fehlen fast vollständig. Einige 
C4-Pflanzen besitzen Bündelscheidenzellen, deren Zellwende durch eine Suberinschicht 
verdickt und für Gas und Wasser impermeabel sind (Dengler et al., 1996). 
Während die Chloroplasten in C3-Pflanzen in allen Zellen einheitlich strukturiert sind, 
kommen in C4-Pflanzen zumeist zwei Chloroplastentypen vor. Mesophyllzellen 
enthalten häufig normal ausgebildete, Zellen der Gefäßbündelscheide vieler C4-Pflanzen 
granalose Chloroplasten. 
Die primäre CO2 Fixierung erfolgt bei den C4-Pflanzen durch 
Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC, EC-Number 4.1.1.31) in den Mesophyllzellen. 
Als erstes stabiles Fixierungsprodukt entsteht der C4-Körper Oxalacetat (OAA) 
(Furbank et al., 1990; Hatch, 1971; Hatch und Slack, 1969). Die Carboxylaseaktivität 
des Schlüsselenzyms der C4-Photosynthese PEPC ist mit einer spezifischen Aktivität 
von 24 µmol min-1 mg-1 bis zu 12 mal höher als die von RuBisCo mit einer spezifischen 
Aktivität von 2 µmol min-1 mg-1 (Mares et al., 1979; Reger et al., 1983). Entscheidend 
ist aber, dass PEPC keine Oxygenaseaktivität besitzt. C4-Pflanzen können auch noch 
CO2 fixieren, wenn die CO2-Konzentration in der umgebenden Gasphase gegen null 
geht (Dai et al., 1993; Jenkins et al., 1989; Maroco et al., 2000). Der CO2-
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Kompensationspunkt (Г), bei der der CO2-Verbrauch der Photosynthese und die CO2-
Produktion durch die Photorespiration gleich sind, liegt bei C3-Pflanzen bei etwa 
50 ppm, bei C4-Pflanzen daher dagegen bei 5 ppm. 
Die primären Fixierungsprodukte der C4-Photosynthese werden in den Chloroplasten 
modifiziert und anschließend aus den Chloroplasten ins Cytoplasma transportiert. Sie 
gelangen mittels Diffusion durch Plasmodesmata in die Bündelscheidenzellen und nach 
aktivem Transport in die Chloroplasten, wo die endgültige Fixierung und der Aufbau 
von Kohlehydraten im Calvin-Zyklus stattfinden. C4-Pflanzen besitzen durch die 
räumliche Trennung der primären und sekundären Fixierung einen CO2-
Konzentrierungsmechanismus, der es ihnen ermöglicht, an den Orten der endgültigen 
CO2-Fixierung durch RuBisCo eine hohe stationäre CO2-Konzentration aufrecht zu 
erhalten. Durch die dicht gepackte Zellanordnung und das Fehlen von Interzellularen 
zwischen den Bündelscheidenzellen, in einigen Arten verstärkt durch eine 
Suberinlamelle, wird sowohl der Verlust der primären CO2-Fixierungsprodukte vor der 
Fixierung im Calvin-Zyklus als auch die Diffusion von O2 in die Bündelscheidenzellen 
verhindert. Dadurch, dass kein O2 in die Umgebung der RuBisCo gelangt, kommt ihre 
Oxygenaseaktivität nicht zum Tragen und die Photorespiration wird unterdrückt (Hatch, 
1992). 
In C4-Arten mit Bündelscheidenchloroplasten, die keine Grana besitzen, ist nur wenig 
Chlorophyll b vorhanden und das Photosystem II wird nicht normal ausgebildet. 
Dadurch wird der Elektronentransport von Wasser auf NADP+, die damit verbundene 
Freisetzung von O2 in räumlicher Nähe der RuBisCo und Photorespiration aufgrund der 
Oxygenaseaktivität der RuBisCo verhindert (Leegood et al., 1995). Da 
Bündelscheidenzellen durch das Fehlen des Photosystems II nur eingeschränkt 
Reduktionsäquivalente produzieren, werden sie von den Mesophyllchloroplasten nicht 
nur mit CO2 sondern auch mit Reduktionsäquivalenten versorgt. Die Beeinträchtigung 
der Funktionsfähigkeit der granalosen Chlorplasten bezieht sich nur auf die 
Lichtreaktionen der Photosynthese, die Funktionalität des Calvin-Zyklus ist nicht 
betroffen. 
C4-Pflanzen benötigen für die CO2-Fixierung mehr Energie als C3-Pflanzen, da für jedes 
fixierte CO2-Molekül ein Molekül Phosphoenolpyruvat (PEP) unter ATP-Verbrauch 
regeneriert werden muss. Dieser erhöhte Energieaufwand ermöglicht die 
Konzentrierung des CO2 in der Bündelscheide, die für die optimale Carboxylaseaktivität 
der RuBisCo erforderlich ist. Dies ist vor allem von Bedeutung, wenn die CO2-
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Konzentration den limitierenden Faktor der Photosynthese darstellt, z.B. bei der 
Lichtsättigung der Photosynthese oder bei der Erhöhung der Diffusionswiderstände für 
den CO2-Eintritt in das Blatt aufgrund einer Verengung der Stomaweite eines Blattes 
aus Wassermangel (Hatch, 1997). Die Entwicklung eines C4-Stoffwechsels ist für einen 
Organismus daher besonders in Gegenden mit starker Sonneneinstrahlung von Nutzen, 
in denen durch eine gesteigerte Lichtreaktion der erhöhte Energieaufwand leicht 
ausgeglichen werden kann (Edwards, 1999). 
Die Entwicklung von C3- zu C4-Pflanzen fand in mindestens 18 verschiedenen 
Pflanzenfamilien unabhängig voneinander statt (Kellogg, 2001). In der Gattung 
Flaveria (Asteraceae) findet man neben Spezies mit C3-Stoffwechsel auch solche mit 
C4-Stoffwechsel und Stoffwechselformen die Zwischenstadien zwischen C3- und C4-
Photosynthese darstellen (Blasing et al., 2000; Stockhaus et al., 1994). Mais und 
Panicum zeigen in Laubblättern die C4-typische Morphologie mit C4-Stoffwechsel, in 
Hüllblättern der weiblichen Infloreszenz sind die Leitbündel dagegen soweit 
voneinander entfernt, dass die meisten Mesophyllzellen nicht in direktem Kontakt zu 
Bündelscheidenzellen stehen (Fladung, 1994; Sage und Monson, 1998). Diese 
Mesophyllzellen zeigen eine C3-Photosynthese typische Genausstattung (Hahnen et al., 
2003; Langdale et al., 1988). 
C4-Pflanzen können aufgrund des in der Bündelscheide an der Decarboxylierung 
beteiligten Enzyms in drei Untergruppen unterteilt werden. Man unterscheidet C4-
Pflanzen des NADP-Malatenzymtyps, des NAD-Malatenzymtyps und des PEP-
Carboxykinasetyps (Kanai und Edwards, 1999). Die drei Untergruppen unterscheiden 
sich nicht nur morphologisch hinsichtlich der Differenzierung der 
Bündelscheidenchloroplasten, sondern auch durch die biochemischen Abläufe in 
Mesophyll- und Bündelscheidenzellen sowie der Art des Metabolittransports zwischen 
diesen Zelltypen (Gutierre et al., 1974; Hatch et al., 1975). 
In C4-Pflanzen des NADP-Malatenzymtyps sind die Chloroplasten der 
Bündelscheidenzellen in der Regel zentrifugal zum Leitbündel angeordnet und besitzen 
keine Granathylakoide (Crespo et al., 1979). Die Mesophyllchloroplasten zeigen keine 
Stärkeeinlagerungen aber anastomisierende Tubuli am Chloroplastenrand (Bishop et al., 
1971a; Bishop et al., 1971b). Der Reaktionsverlauf der CO2-Fixierung in C4-Pflanzen 
des NADP-Malatenzymtyps ist in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt. Im 
Cytoplasma der Mesophyllzellen wird Kohlenstoff aus CO2 durch Carboanhydrase (CA, 
EC 4.2.1.1) in Bicarbonat umgewandelt und durch PEPC auf PEP übertragen. Das 
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entstandene OAA wird aus dem Cytoplasma in die Mesophyllchloroplasten transportiert 
und durch eine NADP spezifische Malatdehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) zu Malat 
reduziert. Malat wird vermutlich durch Plasmodesmata aus den Mesophyllchloroplasten 
durch das Cytosol der Mesophyll- und Bündelscheidenzellen in die 
Bündelscheidenchloroplasten exportiert und dort durch Malatenzym (ME, EC 1.1.1.40) 
zu Pyruvat decarboxyliert. Das freigesetzte CO2 wird durch RuBisCo in den Calvin-
Zyklus eingeschleust und endgültig fixiert. Pyruvat wird in die Mesophyllchloroplasten 
transportiert, hier durch Pyruvat-Pi-Dikinase (PPDK, EC 2.7.9.1) phosphoryliert und zu 
PEP regeneriert (Walker et al., 1997; Wingler et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.1 C4-NADP-Malatenzymtyp der CO2-Fixierung in Mais 
Die Abbildung zeigt schematisch den Verlauf der CO2-Fixierung des C4-NADP-Malatenzymtyps in 
Mais. Beteiligte Enzyme sind rot hervorgehoben. AMP = Adenosinmonophosphat; ATP = 
Adenosintriphosphat; CA = Carboanhydrase; NADP = Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat; 
MDH = Malatdehydrogenase; ME = Malatenzym; OAA = Oxalacetat; PEP = Phosphoenolpyruvat; 
PEPC = Phosphoenolpyruvatcarboxylase; PPDK = Pyruvat-Pi-Dikinase; PYR = Pyruvat; RuBisCo = 
Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase; RuBP = Ribulose-1,5-bisphosphat. 
Pflanzen des NAD-Malatenzymtyps und des PEP-Carboxykinasetyps besitzen in den 
Bündelscheiden Chloroplasten mit gut ausgebildeten Granathylakoiden. (Ohsugi et al., 
1982; Prendergast et al., 1986). Nach der Fixierung des CO2 als OAA wird OAA durch 
eine Aspartataminotransferase zu Aspartat transaminiert. Aspartat wird in die 
Bündelscheidenzellen transportiert und wieder zu OAA deaminiert. C4-Pflanzen des 
NAD-Malatenzymtyps reduzieren OAA durch NAD-Malatdehydrogenase zu Malat, das 
anschließend decarboxyliert wird. Sowohl die Deaminierung des OAA als auch die 
Decarboxylierung des Malats findet in die Mitochondrien statt. C4-Pflanzen des PEP-
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Carboxykinasetyps decarboxylieren OAA direkt im Cytoplasma der 
Bündelscheidenzellen zu PEP. In einem parallelen Stoffwechselweg wird OAA in den 
Chlorplasten der Mesophyllzellen zu Malat deaminiert. Malat wird in die 
Mitochondrien der Bündelscheidenzellen transportiert und hier zu Pyruvat 
decarboxyliert. In allen Fällen diffundiert das freigewordene CO2 in die Chloroplasten, 
wo es durch RuBisCo fixiert wird. 
Neben den C4-Pflanzen, die eine Unterdrückung der Photorespiration durch Trennung 
der primären CO2-Fixierung und der endgültigen Fixierung im Calvin-Zyklus in 
verschiedenen Geweben erreichen, zeigen Organismen wie bestimmte Chenopodiaceae 
und manche marine Diatomeen eine C4 ähnliche CO2-Fixierung ohne die Ausbildung 
spezialisierter Gewebe. Diese Organismen zeigen eine Erhöhung der CO2-
Konzentration in der Umgebung der RuBisCo, begründet durch eine räumliche 
Trennung der an der Photosynthese beteiligten Enzyme und die Anordnung 
verschiedener Chloroplastentypen und anderer Organellen innerhalb einer Zelle (Casati 
et al., 2000; Freitag und Stichler, 2002; Reinfelder et al., 2000; Reiskind et al., 1997; 
Voznesenskaya et al., 2002). 
Eine weitere Möglichkeit der Reduzierung der Photorespiration zeigen Crassulacean 
Acid Metabolism Pflanzen (CAM-Pflanzen). Die CO2-Anreicherung gleicht bei CAM-
Pflanzen der der C4-Pflanzen. Die beiden Teilabläufe der Photosynthese sind jedoch 
nicht räumlich, sondern zeitlich voneinander getrennt. CAM-Pflanzen kommen 
vornehmlich in Trockengebieten vor. Ein Öffnen der Stomata zur CO2-Gewinnung ist 
durch die hohen Temperaturen tagsüber mit einem besonders hohen Wasserverlust 
verbunden. Um ihn zu unterbinden, hat sich ein Regelmechanismus entwickelt, der eine 
nächtliche CO2-Aufnahme ermöglicht. Das vorfixierte CO2 wird als Malat in Vakuolen 
gespeichert und tagsüber für die Photosynthese genutzt. 
1.3 Isotopendiskriminierung 
Für die Identifizierung von C4-Pflanzen zieht man die Analyse der primären 
Photosyntheseprodukte, die Blattanatomie, die Bestimmung des CO2-
Kompensationspunktes, das Fehlen einer Steigerung der Photosynthese bei 
Verringerung des O2-Partialdruckes oder die Bestimmung des Anteils von 13C und 12C 
in der Trockenmasse der Pflanzen heran. 
Pflanzen nehmen bei der Photosynthese die natürlich vorkommenden Isotope des 
Kohlenstoffes nicht ihrem Vorkommen in der Atmosphäre entsprechend auf. Die 
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Aufnahme von 12C wird gegenüber 13C bevorzugt (Bender, 1968). Die Diskriminierung 
gegen 13CO2 ist bei der CO2-Fixierung durch RuBisCo größer als bei der durch PEPC 
(Farquhar, 1983; Farquhar et al., 1982). Da bei C4-Pflanzen das gesamte von PEPC 
vorfixierte CO2 von RuBisCo endgültig verwertet wird, entspricht der 13C-Anteil der 
Pflanzen dem der Produkte der PEPC katalysierten Reaktion, während der der C3-
Pflanzen durch RuBisCo bestimmt ist. C4-Pflanzen besitzen daher einen relativ höheren 
13C-Anteil am Gesamtkohlenstoffgehalt als C3-Pflanzen. Das 13C/12C Verhältnis einer 
Probe wird massenspektrometrisch bestimmt und als δ13C-Wert ausgedrückt. Je 
negativer der δ13C-Wert, desto geringer ist der 13C-Anteil am Blattgewebe. 
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; als Standard dient meist der 13C-Gehalt eines fossilen Belemniten RStandard = 0,01124. 
Die Variationsbreite der δ13C-Werte in C3- und C4-Pflanzen ist in Abbildung 1.2 
gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2 Übersicht über die δ13C-Meßwerte verschiedener Gräser 
Die Abbildung zeigt die Varianz von δ13C-Meßwerten bei verschiedenen C3- und C4-Gräsern. Die 
Abbildung orientiert sich an der Abbildung von Cerling in Paleorecords of C4 Plants and Ecosystems 
(Sage und Monson, 1998) und gibt eine Übersicht über die Daten folgender Arbeiten (Brown, 1977; 
Hattersley, 1982; Hattersley und Roksandic, 1983; Ohsugi et al., 1988; Smith und Brown, 1973; 
Smith und Epstein, 1971; Vogel et al., 1978; Winter et al., 1976). 
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Mit Werten zwischen -20 ‰ und -35 ‰ ist die Variationsbreite der δ13C-Werte 
innerhalb der Gruppe der C3-Spezies wesentlich höher als innerhalb der der C4-Pflanzen 
mit Werten zwischen -10 ‰ und -15 ‰ (Farquhar et al., 1989). 
Die Diskriminierung gegen 13CO2 wird durch verschiedene physikalische und 
chemische Faktoren (Farquhar et al., 1989) sowie die Wachstumsbedingungen, 
insbesondere die Wasserversorgung, beeinflusst (Cerling, 1999; Ehleringer, 1993). 
Unter definierten Bedingungen ist der δ13C-Wert innerhalb einer Spezies jedoch extrem 
konstant. Der Großteil der Varianz innerhalb der C4-Pflanzen ist durch die Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Subtypen der C4-Photosynthese erklärbar, insbesondere 
durch die An- oder Abwesenheit einer Diffusionsbarriere um die Bündelscheide 
(Cerling, 1999). 
Ein Mischtyp von C3- und C4-Photosynthese, wie er etwa in den Hüllblättern der 
weiblichen Infloreszenz bei Mais gefunden werden kann (Hall et al., 1998; Langdale et 
al., 1988), führt zu einem mittleren δ13C-Wert (Yakir et al., 1991). 
1.4 Genregulation der C4-Photosynthese 
Die meisten Gene, die die Grundlage der C4-Photosynthese bilden, entwickelten sich 
auf der Basis vorhandener Gene des Stoffwechsels der C3-Pflanzen (Blasing et al., 
2000; Langdale und Nelson, 1991). Für die meisten der C4-Stoffwechselgene konnte 
gezeigt werden, dass sie transkriptionell reguliert, lichtabhängig und gewebespezifisch 
exprimiert werden (Sheen, 1999). Im Vergleich zu den nicht photosynthetischen 
Isoformen weisen sie veränderte Promotor- und 3’UTR-Regionen mit zusätzlichen cis-
Elementen auf, die neben trans-Elementen für die veränderten Expressionsmuster 
verantwortlich sind (Ku et al., 1996). Obwohl schon einige Teilaspekte der Regulation 
der C4-Photosynthese, vor allem in Mais, aufgeklärt werden konnten, sind viele 
regulatorische Faktoren noch immer unbekannt. Die wichtigsten Erkenntnisse über die 
Regulierung der an der C4-Photosynthese beteiligten Enzyme sind im Folgenden 
zusammen gefasst. 
In Mais kommen im Cytosol und den Chloroplasten zwei verschiedene CA vor (Badger 
et al., 1994; Hatch und Burnell, 1990). Von der cytosolischen Form sind zwei 
verschiedene Transkripte nachweisbar, doch nur eines der Transkripte zeigt in 
belichtetem Mesophyll eine verstärkte Expression und ist für die C4-Photosynthese von 
Bedeutung (Ludwig und Burnell, 1995). Die verschiedenen Genisoformen der CA 
unterscheiden sich hauptsächlich in der Anzahl von Wiederholungen repetitiver 
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Sequenzen (Burnell und Ludwig, 1997). Die Aminosäuresequenz der CA-Formen in C3- 
und C4-Pflanzen ist sehr ähnlich, große Unterschiede treten jedoch in den 
Transitpeptiden der N-terminalen Region der Gene auf. Das weist darauf hin, dass in 
der Evolution der C4-Pflanzen vor allem die Lokalisation der CA in räumlicher Nähe 
der PEPC von Bedeutung war (Burnell et al., 1990; Sugiharto et al., 1992). Die 
Begrenzung der Expression von CA auf die Mesophyllzellen ist notwendig, da die 
Expression in Bündelscheidenzellen zu einer Umwandlung von CO2 in Bicarbonat und 
einer Diffusion des Bicarbonats in Mesophyllzellen führen könnte (Badger, 2003). 
Im Gegensatz zu zwei weiteren vorkommenden PEPC-Isoformen in Mais wird die C4-
spezifische PEPC-Isoform ausschließlich in Mesophyllzellen belichteter Pflanzen 
exprimiert (Schaeffner und Sheen, 1992; Sheen und Bogorad, 1987). Trotz einer Reihe 
von Untersuchungen zur Aufklärung des genauen Mechanismus der Genregulation von 
PEPC konnte noch kein abschließendes umfassendes Modell erarbeitet werden. 
Verschiedene Untersuchungen weisen auf eine direkte, phytochromvermittelte 
Lichtinduktion der Expression des C4-Pepc Gens (Ma und Feng, 1993; Thomas et al., 
1990), aber auch auf eine indirekte Induktion durch Veränderung der Blattentwicklung 
nach Belichtung hin (Schaeffner und Sheen, 1992). Es konnte gezeigt werden, dass sich 
das Chromatin im Promotorbereich des C4-Pepc Gens nach der Belichtung etiolierter 
Maisblätter reorganisiert (Kalamajka et al., 2003). Auch die Demethylierung eines 
Sequenzbereiches etwa 3 kb stromaufwärts des Promotors scheint an der Induktion der 
mesophyllspezifischen Expression beteiligt zu sein (Langdale et al., 1991; 
Ngernprasirtsiri et al., 1988). Im 5’-Bereich des Gens wurden cis-Elemente identifiziert, 
die für die gewebespezifische, starke Transkription des Gens in Mesophyllzellen 
verantwortlich sind (Sheen, 1999; Taniguchi et al., 2000). Über die Interaktion mit dem 
Pepc Promotor konnten die Transkriptionsfaktoren der DOF-Familie identifiziert 
werden (Yanagisawa, 1995; Yanagisawa, 1996). 
Bisher wurden in Pflanzen drei verschiedene MDH-Gene nachgewiesen. Neben einer 
cytosolischen und einer mitochondrialen Form kommt in höheren Pflanzen eine MDH 
in Chloroplasten vor. MDH ist sowohl für die C3- als auch für die C4-Photosynthese von 
Bedeutung (Setoyama et al., 1988): für die C3-Photosynthese im Calvin-Zyklus, für die 
C4-Photosynthese, um OAA für den Transport von Kohlenstoff in die 
Bündelscheidenchloroplasten in Malat umzuwandeln (Ogren, 1984). Nur die C4-Form 
wird mesophyllspezifisch und lichtinduziert exprimiert (Luchetta et al., 1990; Metzler et 
al., 1989). Die zehnfach höhere Expression und veränderte zelluläre Lokalisation der 
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C4-Form im Vergleich zur C3-Form beruht auf Unterschieden in der Regulation der 
Gene (Metzler et al., 1989). 
ME kommt in Mais in drei Isoformen vor. Während eine Isoform nur in den Wurzeln zu 
finden ist, wird eine andere, die dem ME aus C3-Pflanzen ähnelt, mit Ausnahme der 
Bündelscheiden in allen Geweben exprimiert. Die dritte Form kommt ausschließlich in 
C4-Pflanzen vor und zeigt eine lichtinduzierte, bündelscheidenspezifische Expression in 
Abhängigkeit des Entwicklungsstadiums des Blattes (Tausta et al., 2002). Nach der 
Induktion der Expression durch Licht wird die Gewebespezifität posttranskriptional 
reguliert (Collins und Hague, 1983). Obwohl das ME-Gen sowohl im Mesophyll als 
auch in Bündelscheidenzellen von Mais transkribiert wird, kann das Genprodukt nur im 
Mesophyll nachgewiesen werden (Sheen, 1999). 
Damit die Photorespiration in C4-Pflanzen unterdrückt werden kann darf RuBisCo 
ausschließlich in den Bündelscheidenzellen exprimiert werden. Die Gene für die 
verschiedenen Untereinheiten der RuBisCo werden auch in Mesophyllzellen etiolierter 
Maispflanzen transkribiert. Nach der Belichtung wird die Expression, mit Ausnahme 
des Gens der großen Untereinheit rbcL, durch verschiedene synergistisch wirkende cis-
Elemente und Phytochromrezeptorelemente reguliert (Purcell et al., 1995), in den 
Mesophyllzellen unterdrückt und mit erhöhter Expressionsrate auf die 
Bündelscheidenzellen beschränkt (Schaeffner und Sheen, 1991). Die die kleinen 
Untereinheiten der RuBisCo kodierenden Gene rbcS1 und rbcS2 zeigen nach 
Lichtinduzierung unterschiedliche Transkriptionsraten (Ewing et al., 1998). 
Neben der C4-Form der PPDK existiert in Mais eine ursprüngliche cytosolische C3-
Form. Das erste Exon der C4-PPDK, das für ein Transitpeptid kodiert, ist durch ein 5 kb 
großes Intron vom Rest der kodierenden Sequenz, die für die cytosolische C3- und die 
C4-Form identisch ist, getrennt (Sheen, 1999). Im Gegensatz zum ursprünglichen 
Promotor der C3-Isoform, der noch immer im ersten Intron der C4-PPDK präsent ist, ist 
der Promotor der C4-Isoform mesophyllspezifisch und lichtinduzierbar. Einige 
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die ursprüngliche C3-PPDK durch nicht 
homologe Rekombination in räumliche Nähe zu einem neuen Transitpeptid und einem 
neuen Promotor gebracht wurde (Glackin und Grula, 1990; Sheen, 1991). Der 
Hauptunterschied der beiden PPDK Isoformen liegt daher in der Stärke ihrer 
Promotoren (Imaizumi et al., 1997; Rosche et al., 1998). 
Neben den Genen der C4-Photosynthese, deren Produkte direkt an der CO2-Fixierung 
beteiligt sind, zeigen auch andere Gene, begründet durch Kompartimentierung der C4-
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Photosynthese in Mesophyll und Bündelscheide, unterschiedliche Expressionsmuster. 
Sowohl die Gene des Calvin-Zyklus als auch Gene, die für Transportersysteme 
kodieren, die für den aktiven Transport von Stoffwechselprodukten über die 
Chloroplastenmembran essentiell sind, sind davon betroffen. Außerdem werden auch 
Gene, die am Stickstoff- und Schwefelstoffwechsel oder Elektronentransport beteiligt 
sind, in Mesophyll und Bündelscheide unterschiedlich exprimiert (Kanai und Edwards, 
1999; Leegood, 2002; Taniguchi et al., 2004). 
Sechs der zwölf bekannten Gene der chlorophyll a- and b-binding (cab) Proteinfamilie 
des Photosystems II werden in Mais entweder ausschließlich in den Bündelscheiden 
oder im Mesophyll lichtreguliert exprimiert (Bansal et al., 1992). Das Gen cab-m7 wird 
zwar in beiden Geweben transkribiert, das Genprodukt ist aber fast ausschließlich im 
Mesophyll zu finden. Die Transkription des Gens ist lichtinduziert (Becker et al., 1992). 
Neben der gewebespezifischen Expression von Chlorophyll b ist auch die 
gewebespezifische Expression der cab-Gene dafür verantwortlich, dass das 
Photosystem II, wie bereits beschrieben, in den Bündelscheidenchloroplasten mit 
fehlenden Grana nicht normal ausgebildet wird (Bansal und Bogorad, 1993; Sheen und 
Bogorad, 1986). Stromaufwärts verschiedener Gene der cab-Genfamilie konnten fünf 
Sequenzelemente identifiziert werden, die auch im Promotor von PEPC zu finden sind. 
Diese Erkenntnis legt nahe, dass für die Ausbildung des C4-Syndroms wichtige trans-
Elemente existieren, die eine Reihe der bereits bekannten C4-Gene gleichzeitig 
regulieren (Becker et al., 1992). 
1.5 DOF-Transkriptionsfaktoren 
DOF-Proteine gehören zu den pflanzlichen Transkriptionsfaktoren, die sowohl in 
Mono- als auch in Dicotyledonen vorkommen. Sie konnten bisher in Mais, Arabidopsis, 
Tabak, Kartoffeln, Weizen, Gerste, Erbse und Reis nachgewiesen werden (Lijavetzky et 
al., 2003; Riechmann et al., 2000; Yanagisawa, 1997). DOF bedeutet DNA binding with 
one finger (Yanagisawa, 1995; Yanagisawa, 1996). Allen DOF Proteinen ist eine 
konservative DOF Domäne, ein Zink-Cystein4-Zinkfingerbindemotiv (Berg, 1993; 
Evans und Hollenberg, 1988) aus 52 Aminosäuren gemeinsam (Umemura et al., 2004; 
Yanagisawa, 2004; Yanagisawa und Izui, 1993). Die DOF Domäne ist multifunktional, 
über sie kann ein DOF Protein sowohl an DNA als auch an andere Proteine binden 
(Mackay und Crossley, 1998). Die Konsensusbindestelle der DOF Domäne beinhaltet 
fast immer das Sequenzmotiv AAAG (Plesch et al., 2001; Washio, 2001; Yanagisawa, 
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1997). Eine Ausnahme bildet ein DOF Protein aus Kürbis, das eine AGTA 
Konsensussequenz besitzt (Kisu et al., 1998). Nicht alle AAAG Motive in Pflanzen 
können als Bindesequenz für DOF Proteine dienen (Yanagisawa, 2004), 
möglicherweise ist die Sequenzumgebung oder die Präsentation der Erkennungssequenz 
im Chromatin zusätzlich von Bedeutung (Cavalar et al., 2003). 
Für die Bindung an DNA ist die DOF Domäne unentbehrlich (Shimofurutani et al., 
1998). Abgesehen von der DOF Domäne zeigen die unterschiedlichen DOF Proteine 
keine ausgeprägten Ähnlichkeiten. Die zwischen den verschiedenen Proteinen 
variierenden carboxyterminalen Domänen dienen ebenfalls der 
Transkriptionsaktivierung oder der Interaktion der Transkriptionsfaktoren mit anderen 
Proteinen (Kang und Singh, 2000; Krohn et al., 2002). DOF Proteine haben in Pflanzen 
verschiedenste physiologische Bedeutungen und spielen bei der Regulierung einer 
Vielzahl von Genen eine Rolle. Sie sind an lichtregulierter Genexpression (Papi et al., 
2002; Yanagisawa, 2001; Yanagisawa und Sheen, 1998) und der Initiierung von 
Stressantworten (Chen et al., 1996; Kang et al., 2003; Zhang et al., 1995) ebenso 
beteiligt wie an der phytohormonregulierten (Baumann et al., 1999; De Paolis et al., 
1996; Gualberti et al., 2002) oder der endospermspezifischen Expression von Genen 
(Mena et al., 1998; Vicente-Carbajosa et al., 1997). Die DOF Domäne kann auch in 
tierischen Zellen und Hefen transkriptionsaktivierend wirken (Diaz et al., 2002; 
Yanagisawa und Sheen, 1998). 
In Mais konnten bisher vier verschiedene DOF Proteine nachgewiesen werden. Neuere 
Untersuchungen legen nahe, dass noch weitere vorkommen. Die am besten untersuchten 
Proteine der DOF Familie in Mais sind DOF1 (früher MNB1a siehe 5.1), DOF2 (siehe 
5.1) und DOF3 (Yanagisawa und Schmidt, 1999). Der derzeitige Stand der Forschung 
besagt, dass DOF1 in einer Maispflanze ubiquitär und konstitutiv exprimiert wird 
(Yanagisawa und Izui, 1993), DOF2 und DOF3 dagegen hauptsächlich im Stängel und 
in den Wurzeln vorkommen (Yanagisawa, 1997). 
DOF1 und DOF2 binden unter anderem an AAAG-Konsensussequenzen im Promotor 
des C4-spezifischen Pepc Gens, des Schlüsselenzyms der CO2-Fixierung der C4-
Photosynthese (Cavalar et al., 2003; Yanagisawa und Schmidt, 1999). 
An transient mit Reporterkonstrukten transformierten Maismesophyllprotoplasten 
konnte gezeigt werden, dass DOF1 die lichtinduzierte Aktivierung des Pepc Promotors 
in Blättern vermittelt. DOF1 bindet über die DOF Domäne an die DNA, dabei wirkt das 
carboxyterminale Ende transaktivierend. In etiolierten Pflanzen liegt DOF1 inaktiv vor, 
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erst durch die Einwirkung von Licht scheint das Protein aktiviert zu werden. Es kann 
dann an die DNA binden und die Transkription des Pepc Gens einleiten. 
Möglicherweise kompetiert DOF2 mit DOF1 um die Bindung an die Konsensussequenz 
und verhindert so die Transkription von PEPC im Stängel und in den Wurzeln der 
Pflanze (Yanagisawa und Sheen, 1998). DOF2 dient auf diese Weise vermutlich als 
Repressor der DOF1 vermittelten Genaktivierung von Genen (Yanagisawa, 1997), kann 
aber selbst auch als Aktivator anderer Gene dienen (Yanagisawa, 2000). 
Ohne dass bisher die Wirkungsmechanismen analysiert werden konnten, weisen neuere 
Untersuchungen darauf hin, dass DOF1 ganze Gensysteme, die an der Regulation des 
Stickstoff- und Kohlenstoffhaushaltes einer Pflanze beteiligt sind, modulieren kann. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von DOF1 in Arabidopsis die 
Stickstoffaufnahme und die Synthese von Aminosäuren fördert, so dass die Pflanzen 
unter niedrigen Stickstoffbedingungen verbessertes Wachstum zeigen. Ebenso wird die 
Assimilation von Kohlensstoff gesteigert, wohingegen der Gehalt an verschiedenen 
Metaboliten wie Glucose oder Malat deutlich abnimmt (Yanagisawa et al., 2004). 
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1.6 Ziele und Aufgaben 
Obwohl sich zahlreiche Untersuchungen mit der Regulation der C4-Photosynthese 
befasst haben, sind viele der beteiligten Faktoren weiterhin unbekannt. Durch die 
Sichtung verschiedener Maismutantenpopulationen sollen Einzelpflanzen identifiziert 
werden, die Defekte im C4-Stoffwechsel tragen. 
Pflanzen nehmen bei der Photosynthese die natürlich vorkommenden Isotope des 
Kohlenstoffes nicht ihrem Vorkommen in der Atmosphäre entsprechend auf. Die 
Aufnahme von 12C wird gegenüber 13C bevorzugt. C3-Pflanzen diskriminieren bei der 
CO2-Fixierung wesentlich stärker gegen 13C als C4-Pflanzen. C4-Pflanzen besitzen am 
Gesamtkohlenstoffgehalt daher einen relativ höheren 13C-Anteil als C3-Pflanzen. Die 
Pflanzen einer Maispopulation werden in Bezug auf ihren δ13C-Gehalt gesichtet. 
Pflanzen mit im Vergleich zur Gesamtpopulation reduziertem 13C-Gehalt sollten 
Defekte im C4-Stoffwechsel aufweisen. Identifizierte Mutanten sollen ausführlich auf 
Veränderungen im Stoffwechsel und im Aufbau des photosynthetisch aktiven Blattes 
untersucht werden. 
DOF Proteine haben in Pflanzen verschiedenste physiologische Bedeutungen und 
spielen eine Rolle in der Regulierung einer Vielzahl von Genen. In Mais konnten bisher 
vier verschiedene DOF Proteine nachgewiesen werden. Der derzeitige Stand der 
Forschung besagt, dass DOF1 in der Pflanze ubiquitär und konstitutiv exprimiert wird 
und an der Regulation C4-spezifischer Gene beteiligt ist. Über die Sichtung einer 
Maispopulation durch PCR soll eine Mutante mit einem Defekt in DOF1 identifiziert 
werden. Ziel ist es, die Auswirkungen der Mutation auf die Transkription C4-
spezifischer Gene zu bestimmen. Zusätzlich soll die Fragestellung der Bedeutung von 
DOF-Transkriptionsfaktoren in Mais über die Etablierung stabiler RNAi Linien mit 
einer posttranskriptional unterdrückten Expression von DOF1 und DOF2 bearbeitet 
werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Alle verwendeten allgemein gebräuchlichen Chemikalien weisen wenigstens 
Reinheitsgrad pro analysis (p.a.) auf und wurden von folgenden Firmen bezogen: 
AGFA Gevaert AG (Leverkusen), Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), BioRad 
Laboratories GmbH (München), Boehringer Roche (Mannheim), Calbiochem (Bad 
Soden), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Hartmann Analytic (Braunschweig), Invitrogen 
(Leck, Niederlande), KMF Laborchemie Handels GmbH (St. Augustin), Kodak 
(Stuttgart), Macherey-Nagel (Düren), Merck (Darmstadt), MBI Fermentas (St. Leon-
Rot), New England BioLabs (Frankfurt), Pharmacia (Freiburg), Promega (Madison, 
USA), QIAGEN (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Serva (Heidelberg), 
Sigma (Taufkirchen), Sigma ARK (Taufkirchen). 
Allgemein gebräuchliche Verbrauchsmaterialen wurden von folgenden Herstellern 
bezogen: AGFA Gevaert AG (Leverkusen), Bandelin electronic (Berlin), Biometra 
(Göttingen), BioRad Laboratories GmbH (München), Eppendorf (Hamburg), Fuji 
(Düsseldorf), Gibco BRL (Eggenstein), Greiner (Solingen), Hanna Instruments (Kehl), 
Heraeus (Osterode), Herolab (Wiesloch), Kodak (Stuttgart), Kontron Instruments 
(München), Labomedic (Bonn), Leica (Köln), Millipore (Eschborn), MWG Biotech 
(München), Pharmacia (Freiburg), Raytest (Straubenhardt), Serva (Heidelberg), Schott 
Glaswerke (Mainz), Sorvall (Bad Homburg), Wissenschaftliche Technische Werkstätten 
(Weilheim), Whatman (Maidstone, England). 
2.2 Pflanzenmaterial 
2.2.1 Anzucht von Maispflanzen im Freiland 
Maispflanzen werden im Freiland in den Monaten Mai bis September unter 
ungeregelten Bedingungen angezogen. Die Pflanzen werden in Töpfen mit einem 
Volumen von 2,2 l in ED 73 Einheitserde im Verhältnis 1:4 mit Sand gemischt 
angezogen und nach Bedarf bewässert. 
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2.2.2 Anzucht von Maispflanzen unter Gewächshausbedingungen 
Maispflanzen werden in Gewächshäusern bei einer Tagestemperatur von mindestens 
24°C und einer Nachtabsenkung auf 16°C in Töpfen mit mindestens 20 l Volumen in 
ED 73 Einheitserde im Verhältnis 1:4 mit Sand gemischt angezogen. Zusätzlich zu der 
in der Erde enthaltenen Depotdüngung wird mit Osmocote PRO 5-6 M 
18+10+11+2MgO+SP 5-6 M (Scotts, Marysville, USA) gedüngt. Die Belichtung erfolgt 
täglich für 16 h mit einer Photonenfluxdichte von mindestens 300 µmol m-2s-1, bei 
Bedarf werden zusätzlich zum Tageslicht Osram Superstar HQI-T 400W/DH Lampen 
verwendet. Die Pflanzen werden alle drei Tage für 30 Minuten mit einem Sprühnebel 
bewässert. Soweit nicht anders vermerkt werden Maispflanzen der Sorte Bastan Mais 
semences (Aga-Saat, Neukirchen) verwendet. 
2.3 Isolierung von Nukleinsäuren 
2.3.1 Präparation genomischer hochmolekularer DNA aus Maisgewebe 
Um DNA aus Maisblattgewebe zu isolieren, wird eine Phenol-Chloroform-Extraktion 
mit einer anschließenden Chloroformextraktion durchgeführt. Die Methode beruht auf 
der Denaturierung und Entfernung von Proteinen aus wässrigen Lösungen während 
Nukleinsäuren gelöst bleiben. 
Eine geeignete Menge (50 bis 100 mg) Maisblätter (Zea mays) wird in einem 2 ml 
Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) in flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren, mit einem tiefgekühlten Micropistill feinvermahlen und in 1 Volumen 
DNA-Extraktions-Puffer (0,05 % (w/v) EDTA pH 8,0, 100 mM NaCl, 2 % (w/v) SDS, 
100 mM Tris HCl) aufgenommen. Durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion werden 
störende Proteine, Lipide und Zelltrümmer abgetrennt. Dazu versetzt man die Protein-
Nukleinsäurelösung mit einem Volumen Phenol-Chloroform-Lösung (1:1) und 
durchmischt durch Invertieren. Nach einem Zentrifugationsschritt (19000 x g, 5 min, 
4°C) wird die obere, nukleinsäurehaltige, wässrige Phase unter Vermeidung der 
Interphase abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. Man gibt 1 Volumen 
Chloroform zu und mischt erneut vorsichtig durch Invertieren. Durch Zentrifugation 
(19000 x g, 5 min, 4°C) wird eine Phasentrennung erreicht. Die obere, die aufgereinigte 
Nukleinsäure enthaltende, wässrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Um die DNA-Lösung zu konzentrieren präzipitiert man die DNA mit 2,5 Volumen 
96 % (v/v) Ethanol (EtOH). Bei sehr niedrigen Nukleinsäurekonzentrationen wird als 
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Fällungshilfe und zur Stabilisierung der Nukleinsäure 10 ng/µl Glycogen zugegeben. 
Die Nukleinsäure wird durch Zentrifugation (19000 x g, 15 min, 4°C) pelletiert. Nach 
kurzem Trocknen wird die DNA in einem geeigneten Volumen H2O aufgenommen. Die 
Qualität der Präparation und die Konzentration der Nukleinsäurelösung können durch 
Ultraviolettabsorptionsspektrometrie und Agarosegelelektrophorese bestimmt werden. 
2.3.2 Präparation von RNA aus Maisgewebe 
Für die Präparation von RNA aus Maisgewebe wird die RNA durch den Einsatz von 
Trizol von Proteinen und DNA abgetrennt. Das Protokoll ist eine angepasste Version 
der Arbeit von Chomczynski (Chomczynski, 1993). 
Eine geeignete Menge (50 bis 100 mg) Maisgewebe (Zea mays) wird in einem 2 ml 
Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) in flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren und mit einem tiefgekühlten Micropistill feinvermahlen. Man gibt 
10 Volumen Trizol (0,8 M Guanidinthiocyanat, 0,4 M Ammoniumthiocyanat, 0,1 M 
NaAc pH 5,5 % (v/v) Glycerol, 38 % (v/v) Phenol (H2O equilibriert)) zu, vortext für 30 
min und trennt die Zellbestandteile durch Zentrifugation ab (19000 x g, 15 min, 4°C). 
Der Überstand wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt und durch Vortexen mit 
0,2 Volumen Chloroform gemischt. Durch Zentrifugation (19000 x g, 15 min, 4°C) 
wird eine Phasentrennung erreicht. Die wässrige Phase wird in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Es wird 1 Volumen Chloroform zugegeben und durch 
Vortexen gemischt. Die Probe wird zentrifugiert (19000 x g, 15 min, 4°C) und die 
wässrige Phase anschließend in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die 
Chloroformextraktion wird wiederholt. Durch Zugabe von 2 Volumen 96 % (v/v) EtOH 
wird die RNA präzipitiert. Die RNA wird durch Zentrifugation (19000 x g, 15 min, 
4°C) pelletiert. Der Überstand wird verworfen. Nach kurzem Trocknen wird die RNA in 
einem geeigneten Volumen H2O aufgenommen. Die Qualität der Präparation und die 
Konzentration der Nukleinsäurelösung kann durch Agarosegelelektrophorese (2.19.1) 
bestimmt werden. 
Wenn Blattproben zu verschiedenen Zeitpunkten vom selben Blatt entnommen werden, 
werden jeweils etwa 1 cm breite Streifen der gesamten Blattspreite abgeschnitten. Vor 
jeder Entnahme einer weiteren Probe wird ein Blattabschnitt von etwa 0,5 cm 
abgeschnitten und verworfen, um RNA-Mengen-Effekte als Folge von Stress an der 
Schnittstelle zu minimieren. 
MATERIAL UND METHODEN 21
 
 
2.3.3 Präparation von Plasmid-DNA nach der STETL-Methode 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Kulturen mit kleinen Volumina erfolgt nach der 
STETL-Methode. Eine 2 ml Bakterienkultur wird für 15 min bei 190000 x g 
zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Pellet in STETL-Lösung (8 % (w/v) 
Saccharose, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTA, 5 % (v/v) Triton X-100, 0,5 mg 
ml-1 Lysozym) resuspendiert und anschließend 30 sec bei 100°C inkubiert. Um die 
gelöste plastidäre DNA von Zelltrümmern und dem Bakterienchromosom abzutrennen, 
zentrifugiert man 15 min bei 19000 x g. Die Plasmid-DNA wird aus dem Überstand mit 
2 Volumen 96 % Ethanol präzipitiert und anschließend durch Zentrifugation (19000 x g, 
15 min, 4°C) pelletiert. Nach kurzem Trocknen wird die DNA in einem geeigneten 
Volumen H2O aufgenommen. 
2.4 Synthese von komplementärer DNA aus mRNA 
Um mRNA-Sequenzen für PCR- und Real-Time-PCR-Analysen zugänglich zu machen, 
nutzt man sie als Matrize zur Synthese einer komplementären DNA (complementary 
DNA, cDNA). cDNA wird durch eine Reverse Transkriptase (RT), eine RNA-
abhängige DNA-Polymerase, ausgehend von einem kurzen doppelsträngigen RNA-
Bereich, auf Basis einer RNA-Matrize, synthetisiert. Als Produkt der reversen 
Transkription entsteht ein DNA-RNA-Hybridmolekül. 
In dieser Arbeit wird die Bildung eines doppelsträngigen Βereiches durch die Zugabe 
eines Oligo(dT18)Primers erreicht. Es wird eine Reverse Transkriptase aus Moloney 
murine leukemia virus (MMLV-RT, Promega, Mannheim) verwendet. Die MMLV-RT 
zeichnet sich durch eine geringe RNaseH Aktivität und eine hohe Prozessivität aus. 
Vor der Synthese der cDNA muss sichergestellt sein, dass in den RNA-Proben keine 
genomische DNA vorliegt, die in einer PCR-Reaktion (2.5) von cDNA nicht 
unterschieden werden kann. Hierzu wird mit der Probe zu Beginn der reversen 
Transkription eine DNAse Spaltung durchgeführt. Vor der Zugabe der MMLV-RT wird 
die Probe geteilt. Nur zu einem Teil der Probe gibt man MMLV-RT zu, der andere Teil 
der Probe dient als Negativkontrolle für DNA-Kontamination der RNA. 
In die cDNA Synthese werden 10 µg RNA (2.3.2) eingesetzt. Die Proben werden in 
24 µl Reaktionsvolumen mit 1 U RNase freier DNAse in DNAse-Puffer (20 mM Tris 
HCl pH 7,5, 2 mM MgCl2) 15 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch 15 min 
Erhitzen der Proben auf 70°C gestoppt. Um die Bildung falscher Primer-RNA 
Konformationen zu verhindern und Primerüberstrukturen aufzulösen, inkubiert man die 
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Ansätze nach der Zugabe von 20 pmol eines Oligo(dT18)Primers 5 min bei 70°C, 
danach werden die Proben auf 4°C abgekühlt. Es werden 1 mM dNTPs und 1 x RT-
Puffer (Promega, Mannheim) zugegeben, so dass ein Reaktionsvolumen von 38 µl 
erreicht wird. Jede Probe wird in zwei 19 µl Proben aufgeteilt. Eine der Teilproben wird 
mit 200 U MMLV-RT versetzt, die andere Teilprobe wird mit H2O auf ein Volumen 
von 20 µl aufgefüllt. Die Proben werden 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wird die 
Reaktion durch 10 min Erhitzen auf 70°C gestoppt. Die Proben werden 1:10 mit H2O 
verdünnt. 
2.5 Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
Bei der Polymerase Kettenreaktion handelt es sich um ein in vitro Verfahren zur 
selektiven Anreicherung von Nukleinsäurebereichen definierter Sequenz aus einem 
Gemisch von Nukleinsäuremolekülen. Hierzu nutzt man die Eigenschaft von DNA-
Polymerasen, einen DNA-Einzelstrang zum Doppelstrang aufpolymerisieren zu können, 
sofern ein kurzer, doppelsträngiger Bereich als Primer zur Verfügung steht. 
2.5.1 Blockcycler PCR 
Die Blockcycler PCR dient der qualitativen Anreicherung definierter DNA-Sequenzen. 
Soweit nicht anders angegeben werden für Blockcycler PCRs Reaktionsansätze aus 
10 mM Tris HCl pH 8,5; 50 mM KCl; 22,5 mM MgCl2; 0,05 % (v/v) Tween; 0,2 mM 
dNTPs; 1,5 M Betain, 1 U Taq-Polymerase und 5 pmol per Primer in einer 25 µl 
Reaktion verwendet. Als Matrize dient genomische DNA (2.3.1). Das Thermoprofil 
sieht eine initiale Denaturierung von 5 min bei 95°C, 40 Zyklen jeweils bestehend aus 
einem Denaturierungsschritt von 30 sec bei 95°C, einem Hybridisierungsschritt von 
30 sec bei 58°C und einem Syntheseschritt von 1 min bei 72°C sowie eine finale 
Elongation von 10 min bei 72°C vor. Die Auswertung der PCR-Reaktion erfolgt durch 
Ethidiumbromid (EtBr) vermittelte Fluoreszenz der PCR-Produkte nach 
Agarosegelelektrophorese. 
2.5.1.1 Charakterisierung von Maispflanzen der Familie GR25C22 
Zur Charakterisierung der verschiedenen Genotypen der Pflanzen der Familie GR25C10 
werden die in Abbildung 2.1 dargestellten vier verschiedenen Primersysteme 
verwendet. 
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Zur Amplifizierung eines Teils des Dof1 Promotors mit einem Teil des integrierten 
Transposons werden die Primersysteme 638 5’-CGC TAT CGT CCG TAA CGG CGA 
C-3’ - 756 5’-GCG TCT GTA CAC GGG AAC GG-3’ (Produktlänge 249 bp, 
Abbildung 2.1 A) verwendet. Mit dem Primersystem 329 5’-GCC TCC ATT TCG TCG 
AAT CCC CTT CC-3’ - 704 5’-GGC GGC CGC GTA GGA CG-3’ (Produktlänge 460 
bp, Abbildung 2.1 B) wird ein RescueMu-Dof1 Genhybrid amplifiziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.1 Übersicht über die verwendeten PCR-Systeme zur Charakterisierung von 
Maispflanzen der Familie GR25C22 
Dargestellt ist eine Übersicht über die vier PCR-Systeme, die zur Charakterisierung der genetischen 
Situation der Maispflanzen der Familie GR25C22 verwendet werden. Die Lage der Primer ist mit 
roten Pfeilen markiert. 5 = Dof1 5’UTR; 3 = Dof1 3’UTR. A Primersystem zur Amplifizierung eines 
Teils des Dof1 Promotors mit einem Teil des Transposons RescueMu (249 bp); B Primersystem zur 
Amplifizierung eines Teils des Transposons RescueMu und eines Teils des Dof1 Gens (460 bp); C 
Primersystem zur Unterscheidung homozygoter und heterozygoter Mutanten (510 bp); D 
Primersystem das als Positivkontrolle der PCR dient (379 bp), es wird ein Teil des Dof1 Gens 
amplifiziert. Vergleiche auch 5.2. 
Das Primersystem 638 5’-CGC TAT CGT CCG TAA CGG CGA C-3’ - 704 5’-GGC 
GGC CGC GTA GGA CG-3’ (Produktlänge 510 bp ohne Transposoninsertion, 5210 bp 
mit Transposoninsertion; Abbildung 2.1 C) dient der Unterscheidung von heterozygoten 
Mutanten und homozygoten Mutanten. Bei diesem Primersystem erwartet man in der 
PCR nur bei Pflanzen ohne Transposoninsertion ein Produkt. Als Positivkontrolle wird 
das Primersystem 736 5’-CGC CTG CAT CTT CCT CAA CC-3’ - 421 5’-CAG CCA 
TAG CCA GCC ATC TGA-3’ (Produktlänge 379 bp, Abbildung 2.1 D) genutzt. Die 
Sequenzen der Primersysteme beruhen auf den Datenbanksequenzen des Transposons 
RescueMu gi 32140408 (Raizada et al., 2001b), des Dof1 Gens gi 517257 (Yanagisawa 
Transposon RescueMu 5 Dof1 Gen 3
Primer 638 
Primer 756 
Transposon RescueMu 5 Dof1 Gen 3
Primer 329 
Primer 704 
Transposon RescueMu 5 Dof1 Gen 3
Primer 704 
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Transposon RescueMu 5 Dof1 Gen 3
Primer 736 
Primer 421
A 
B 
C 
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und Izui, 1993) und eigenen Sequenzierungen (5.2). Das Thermoprofil sieht eine initiale 
Denaturierung von 5 min bei 94°C, 40 Zyklen jeweils bestehend aus einem 
Denaturierungschritt von 30 sec bei 94°C, einem Hybridisierungsschritt von 30 sec bei 
59°C und einem Syntheseschritt von 40 sec bei 72°C sowie eine finale Elongation von 
5 min bei 72°C vor. 
2.5.1.2 PCR zur Amplifizierung einer Dof1 Sonde für Southernanalysen 
Um eine Sonde zu amplifizieren, mit der in einer Southern-Analyse Dof1 DNA 
spezifisch nachgewiesen werden kann (siehe 2.6), wird das Primersystem 734 5’- GAC 
GAC GAC GAG CGA GAT C-3’ - 421 5’-CAG CCA TAG CCA GCC ATC TGA-3’ 
(Produktlänge 619 bp) verwendet. Die Sequenz des Primersystems beruht auf der 
Datenbanksequenz des Dof1 Gens gi 517257 (Yanagisawa und Izui, 1993) und eigenen 
Sequenzierungen (5.2). Das Thermoprofil sieht eine initiale Denaturierung von 5 min 
bei 95°C, 40 Zyklen jeweils bestehend aus einem Denaturierungschritt von 30 sec bei 
95°C, einem Hybridisierungsschritt von 30 sec bei 54°C und einem Syntheseschritt von 
40 sec bei 72°C sowie eine finale Elongation von 10 min bei 72°C vor. 
2.5.1.3 Amplifizieren von Sequenzen als Grundlage und zum Nachweis von RNAi 
Vektoren für Dof1 und Dof2 (2.17.1) 
Es sollen Vektoren zum posttranskriptionalen gene silencing (PTGS) von Dof1 und 
Dof2 erstellt werden (siehe 2.17.1). Die zu klonierenden Gensequenzen werden über 
PCR amplifiziert. Da alle DOF Transkriptionsfaktoren am 5’-Ende eine hoch 
konservative Sequenz besitzen (1.5), müssen die zu klonierenden Gensequenzen aus 
den variablen 3’-Enden der Gensequenzen amplifiziert werden (vergleiche 5.1). Die 
Sequenzen der verwendeten Primer beruhen auf der Datenbanksequenz des Dof1 Gens 
gi 517257 (Yanagisawa und Izui, 1993), des Dof2-Gens gi 1061305 (Yanagisawa, 
1995), eigenen Sequenzierungen (5.2) und der Sequenz des pUAMBN (siehe 2.17.1.2). 
Der CACC Überhang der Primer 646 und 647 dient dem gerichteten Einbau des 
Fragmentes in den pENTR/SD/D-TOPO® Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) (2.17.1). 
2.5.1.3.1 PCR zur Amplifizierung eines Dof1 Fragmentes für einen RNAi-Vektor 
Um die ausgewählte Dof1 Sequenz für einen RNAi-Vektor zum posttranskriptionalen 
gene silencing von Dof1 zu amplifizieren, wird das Primersystem 646 5’-CAC CGT 
ATG TGT GAC GTG AGA GAC GAT CGC-3’ - 643 5’-CAC AGC CAC AGC CAC 
AGC CAT AG-3’ (Produktlänge 152 bp) verwendet. 
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2.5.1.3.2 PCR zur Amplifizierung eines Dof2-Fragmentes für einen RNAi-Vektor 
Um die ausgewählte Dof2-Sequenz für einen RNAi-Vektor zum posttranskriptionalen 
gene silencing von Dof2 zu amplifizieren, wird das Primersystem 647 5’-CAC CCG 
CCG CTT TGT ACT GCA ATT CTA G-3’ - 645 5’-TCG CCG CTC CCT GTT CTT 
GC-3’ (Produktlänge 153 bp) verwendet. 
2.5.1.3.3 PCR zur Kontrolle eines Dof1-RNAi-Vektors und zur Sichtung einer 
Maispopulation nach Dof1-RNAi-Mutanten 
Um den korrekten Einbau der ausgewählten Dof1 Sequenz in die klonierten RNAi 
Vektoren zu überprüfen und transformierte Pflanzen auf die genomische Insertion des 
Vektors zu testen, werden die Primersysteme 658 5’-TAG TGG ATC CCC CGG GCT 
G-3’ - 643 5’-CAC AGC CAC AGC CAC AGC CAT AG-3’ (Produktlänge 244 bp) 
und 659 5’-TTT GAA CGA TCG GGG AAA TTC GAG C-3’ - 643 5’-CAC AGC 
CAC AGC CAC AGC CAT AG-3’ (Produktlänge 248 bp) verwendet. 
2.5.1.3.4 PCR zur Kontrolle eines DOF2-RNAi-Vektors und zur Sichtung einer 
Maispopulation nach DOF2-RNAi-Mutanten 
Um den korrekten Einbau der ausgewählten Dof1 Sequenz in die klonierten RNAi 
Vektoren zu überprüfen und transformierte Pflanzen auf die genomische Insertion des 
Vektors zu testen, werden die Primersysteme 658 5’-TAG TGG ATC CCC CGG GCT 
G-3’ - 645 5’-TCG CCG CTC CCT GTT CTT GC-3’ (Produktlänge 245 bp) und 659 
5’-TTT GAA CGA TCG GGG AAA TTC GAG C-3’ - 645 5’-TCG CCG CTC CCT 
GTT CTT GC-3’ (Produktlänge 249 bp) verwendet. 
2.5.1.4 PCR zur überlappenden Amplifizierung des putativen Dof1 Promotors 
Um die über Sequenzierung eines Plasmids des Grid G Projektes ermittelte Sequenz 
stromaufwärts des DOF1 Gens, die möglicherweise der putativen Sequenz des Dof1 
Promotors entspricht, in Wildtyppflanzen nachzuweisen, werden ineinander 
verschachtelte PCR-Reaktionen mit den Primersystemen 748 5’-GAG AGC TAG TAT 
GCA GGC ATG-3’ - 747 5’-TCG CTG TGC ACG GAG TG-3’ (Produktlänge 198 bp), 
1183 5’-CAC CCG ACC TAG CCG CCG-3’ - 1184 5’-CGA CGC GAC CTC CCG 
TGG-3’ (Produktlänge 380 bp), 745 5’-CTG TCA CCG GTC GAC CGC G-3’ - 1028 
5’-CGC CGA TGA CGC CTC CTG C-3’ (Produktlänge 514 bp) und 638 5’-CGC TAT 
CGT CCG TAA CGG CGA C-3’ - 704 5’-GGC GGC CGC GTA GGA CG-3’ 
26 MATERIAL UND METHODEN 
 
(Produktlänge 510 bp) durchgeführt. Die Primersequenzen beruhen auf eigenen 
Sequenzierungen (siehe 5.2). 
2.5.1.5 Amplifizierung einer in einen pCR®4-TOPO® Vektor klonierten Sequenz 
Der Vektor pCR®4-TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe) trägt im Abstand von etwa 70 bp die 
Bindesequenz der Primer M13reverse 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ und 
M13forward 5’-GTA AAA CGA CG GCC AG-3’. Zur Amplifizierung der dazwischen 
liegenden einklonierten Sequenz wird eine Zusammensetzung der Reaktionsansätze mit 
10 mM Tris HCl pH 8,5; 50 mM KCl; 22,5 mM MgCl2; 0,05 % (v/v) Tween; 0,2 mM 
dNTPs; 1 M Betain, 1 U Taq-Polymerase und 5 pmol per Primer in einer 25 µl Reaktion 
verwendet. Das Thermoprofil sieht eine initiale Denaturierung von 5 min bei 94°C, 
40 Zyklen jeweils bestehend aus einem Denaturierungschritt von 30 sec bei 94°C, 
einem Hybridisierungsschritt von 30 sec bei 54°C und einem Syntheseschritt von 40 sec 
bei 72°C sowie eine finale Elongation von 5 min bei 72°C vor. 
2.5.2 Blockcycler PCR nested 
Um kleinste Mengen an Plasmid-DNA hochspezifisch nachweisen zu können, kann eine 
PCR als nested PCR-Reaktion durchgeführt werden, d.h. das Produkt einer PCR dient 
als Matrize einer folgenden PCR. Das Primersystem für die zweite PCR liegt dabei zu 
den Primern der ersten Amplifikation in der Sequenz nach innen versetzt. Bei einer 
seminested PCR wird nur ein zu dem Primersystem der ersten PCR versetzter Primer 
eingesetzt, ein Primer wird aus der ersten PCR übernommen. Die Zusammensetzung der 
Reaktionsansätze entspricht der unter 2.5.1 beschriebenen. Da über die Produktlängen 
der beschriebenen PCRs keine Voraussage getroffen werden kann, sind sie nicht 
angegeben. 
2.5.2.1 PCR zur Sichtung der Grid G Plasmidbibliotheken 
Da sich die TIR an den Enden des Transposons RescueMu (Raizada et al., 2001b) nur 
geringfügig unterscheiden, kann für beide TIRs jeweils nur ein Primer konstruiert 
werden. Die PCR zur Sichtung der unter 2.14 beschriebenen Grid G Plasmidbibliothek 
wird daher als seminested Reaktion durchgeführt. Die RescueMu 
transposonspezifischen Primer sind von der Datenbanksequenz gi 32140408 (Raizada et 
al., 2001b), die Dof1 spezifischen von der Datenbanksequenz gi 517257 (Yanagisawa 
und Izui, 1993) abgeleitet. Da die Insertionsrichtung des Transposons in die genomische 
DNA nicht vorausgesagt werden kann, werden die Dof1 spezifischen Primer mit beiden 
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Transposon Primern kombiniert. Für die Sichtung werden daher vier PCR-Systeme 
eingesetzt. Das erste nested PCR-System besteht aus den Primerkombinationen 330 5’-
GCC TCT TTT TTC GTC GAA TCC GCT TCT-3’ - 142 5’-CTC CTT TCA ACT 
CGC TCG CTC-3’ und 330 - 420 5'-CTT CCA TCT TTC TCC CTC TGT C-3’, das 
zweite aus 329 5’-GCC TCC ATT TCG TCG AAT CCC CTT CC-3’ - 143 5’-GAT 
GAG TTA GCC ACA GCC ACA G-3’ und 329 - 421 5’-CAG CCA TAG CCA GCC 
ATC TGA-3’, das dritte aus 330 - 143 und 330 - 421 und das vierte aus 329 - 142 und 
329 - 420. Als Matrize für den ersten PCR-Schritt dienen die Plasmid Pools der Grid G 
Plasmidbibliothek (Stanford University, Stanford, USA) mit Heringssperma-DNA-
Lösung einer Konzentration von 10 ng µl-1 auf 0,05 ng µl-1 verdünnt. Für den 
seminested Schritt wird 1 µl der vorangegangenen PCR verwendet. Das Thermoprofil 
sieht eine initiale Denaturierung von 3 min bei 95°C, für die erste PCR 30, für die 
zweite PCR 37 Zyklen bestehend aus einem Denaturierungschritt von 30 sec bei 95°C, 
einem Hybridisierungsschritt von 30 sec bei 60°C und einem Syntheseschritt von 90 sec 
bei 72°C sowie eine finale Elongation von 5 min bei 72°C vor. 
2.5.2.2 PCR zur Amplifizierung adaptorligierter DNA-Restriktionsfragmente 
Nach der Ligation von Adaptoren sind unbekannte DNA Sequenzen für eine PCR 
zugänglich. Die für dieses Projekt interessanten Fragmente der unter 2.15 beschriebenen 
Adaptorbanken tragen einen Teil des Transposons RescueMu, dessen Sequenz bekannt 
ist. Daher kann bei der einer Klonierung vorangehenden Amplifizierung die Fülle an 
vorliegenden Fragmenten durch die Wahl eines spezifischen Primers eingeschränkt 
werden. Für die seminested PCRs werden die Primersysteme 329 5’-GCC TCC ATT 
TCG TCG AAT CCC CTT CC-3’ - 5 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’ 
und 329 - 6 5’-ACT ATA GGG CAC GCG TGG T-3’, bzw. 756 5’-GCG TCT GTA 
CAC GGG AAC GG-3’ - 5 und 756 - 6 verwendet. Die für das Transposon RescueMu 
spezifischen Primer sind von der Datenbanksequenz gi 32140408 (Raizada et al., 
2001b) abgeleitet, die adaptorspezifischen von dem unter 2.15 beschriebenen Adaptor. 
Als Matrize für den ersten PCR-Schritt dienen die 1:5 verdünnten, unter 2.15 
beschriebenen Adaptorligationsansätze. Für den seminested Schritt wird 1 µl einer 1:50 
Verdünnung der vorangegangenen PCR verwendet. Das Thermoprofil der ersten PCR 
sieht eine initiale Denaturierung von 2 sec bei 94°C, 7 Zyklen jeweils bestehend aus 
einem Denaturierungschritt von 2 sec bei 94°C und einem Syntheseschritt von 3 min bei 
72°C, 32 Zyklen jeweils bestehend aus einem Denaturierungschritt von 2 sec bei 94°C 
und einem Syntheseschritt von 3 min bei 67°C sowie eine finale Elongation von 4 min 
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bei 67°C, vor. Das Thermoprofil der zweiten PCR besteht aus einer initialen 
Denaturierung von 2 sec bei 94°C, 5 Zyklen bestehend aus einem Denaturierungschritt 
von 2 sec bei 94°C und einem Syntheseschritt von 3 min bei 72°C, 20 Zyklen jeweils 
bestehend aus einem Denaturierungschritt von 2 sec bei 94°C und einem Syntheseschritt 
von 3 min bei 67°C und einer finalen Elongation von 4 min bei 67°C. 
2.5.2.3 PCR zur Amplifizierung von Dof1 RLM-RACE cDNA Fragmenten 
Nach der Ligation eines RNA Adaptors an das vollständige 5’-Ende einer mRNA und 
deren reverser Transkription (siehe 2.7) kann ein solches Fragment über PCR 
amplifiziert werden. 
Um die vollständige mRNA Sequenz von Dof1 zu analysieren, wird ein seminested 
PCR-System mit den Primern 1126 5’-GCT GAT GGC GAT GAA TGA ACA CTG-3’ 
- 704 5’-GGC GGC CGC GTA GGA CG-3’ und 1126 - 1028 5’-CGC CGA TGA CGC 
CTC CTG C-3’ verwendet. Die Sequenzen der Primersysteme beruhen auf der 
Datenbanksequenz des Dof1 Gens gi 517257 (Yanagisawa und Izui, 1993) und dem 
unter 2.7.3 beschriebenen RNA Adaptor. Als Matrize für den ersten PCR-Schritt dienen 
0,12 Volumen des RLM-Race Ansatzes (2.7). Für den seminested Schritt werden 5 µl 
der vorangegangenen PCR verwendet. Das Thermoprofil entspricht dem unter 2.5.1 
beschriebenen. 
2.5.3 Real-Time Polymerase Kettenreaktion 
Eine Real-Time-PCR ist eine PCR, bei der die Akkumulation der PCR-Produkte 
während der zyklisch ablaufenden Amplifikationsreaktion störungsfrei über 
Fluoreszenzmessungen während der Reaktion (Real-Time) verfolgt wird. In dieser 
Arbeit wird ein Real-Time-PCR-System verwendet, bei der die Fluoreszenzänderung 
der Probe durch sequenzunspezifische Anlagerung des Fluorophors SYBR Green in 
doppelsträngiger DNA erreicht wird. SYBR Green erhöht nach der Anlagerung an 
doppelsträngige DNA bei Anregung durch Licht bestimmter Wellenlänge seine 
Fluoreszenz. Die Quantifizierung des während der Reaktion entstehenden PCR-
Produkts erfolgt in der exponentiellen Phase der Reaktion. Man bestimmt die 
Zyklenzahl bei der sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der 
Hintergrundfluoreszens abhebt (bei dem verwendeten System als CT-Wert definiert). 
Durch den Vergleich des CT-Wertes einer Probe mit dem CT-Wert von gleichmäßigen 
Verdünnungsschritten eines Standards gegebener Konzentration kann auf die 
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eingesetzte Matrizenmenge der Probe zurück geschlossen werden. Die CT-Werte der 
Standardreihe müssen alle Messwerte der Proben umfassen. 
Im Unterschied zu der Methode der Blockcycler PCR wird bei der Real-Time-PCR die 
Spezifität des entstehenden Produktes nicht über eine Detektion der Länge im 
Agarosegel sondern durch eine an die PCR-Reaktion anschließende Schmelzanalyse 
bestimmt. Dabei werden die doppelsträngigen PCR-Produkte von 60°C auf 95°C 
erhitzt. Bei Erreichen der durch die Länge und Nukleotidzusammensetzung des PCR-
Produktes bedingten Schmelztemperatur wird die DNA einzelsträngig und setzt den 
Fluoreszenzfarbstoff frei, die damit verbundene Fluoreszenzänderung der Probe wird 
detektiert. 
Um die Transkriptmenge eines Genes in unterschiedlichen Pflanzen zu vergleichen wird 
in die Real-Time-PCRs cDNA (2.4) als Matrize eingesetzt. Die CT-Werte von Proben 
aus Pflanzen, die unter gleichen Bedingungen gewachsen sind, werden rechnerisch auf 
den gleichen Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase Gehalt (GAPDH, EC 1.2.1.12) 
der Proben bezogen, da GAPDH in Maispflanzen konstitutiv exprimiert wird und daher 
als Standard dienen kann. Die CT-Werte von Proben aus Pflanzen mit unterschiedlichen 
Wachstumsbedingungen werden rechnerisch auf die rRNA Mengen der Gesamt-RNA 
Probe (2.3.2), die als Grundlage der cDNA-Synthese diente, bezogen (2.19). rRNA 
Mengen sind in Pflanzen gleichen Alters vergleichbar. Die Standardisierung von Proben 
auf GAPDH hat den Vorteil, dass auch der Einfluss der Effizienz der cDNA-Synthese 
auf den erhaltenen CT-Wert berücksichtigt wird. 
Für Real-Time-PCR Analysen wird das Abi Prism 7000 Sequence Detection System 
(Applied Biosystem, Weiterstadt) verwendet. Die Komponenten der Reaktionsansätze 
stammen mit Ausnahme der Primer aus dem qPCRTM Core Kit for SYBR® Green I 
(Eurogentec, Köln). Soweit nicht anders angegeben setzen sich die verwendeten 20 µl 
Reaktionen aus 1 x Reaction Buffer, 3 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP Mix, 0,025 U Hot 
GoldStar Enzyme, 1 in 66000 SYBR® Green und 5 pmol jedes Primers zusammen. Als 
Matrize dient cDNA (2.4), die mit einem Oligo(dT18)Primer synthetisisert wird. Das 
Thermoprofil der Reaktionen sieht eine initiale Denaturierung von 10 min bei 95°C, und 
40 Zyklen jeweils bestehend aus einem Denaturierungschritt von 15 sec bei 95°C und 
einem Syntheseschritt von 1 min bei 60°C vor. Während des abschließenden 
Programmschrittes zur Erstellung einer Schmelzkurve wird die Temperatur 
kontinuierlich in 0,5°C Schritten von 60°C auf 95°C erhöht. 
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2.5.3.1 Quantifizierung von CA mRNA 
Zur Quantifizierung von CA mRNA wird das Primersystem 1090 5’- GGA GGC CGT 
GAA CGT GTC CC-3’ - 1086 5’- CAG AGT CGG CGG GCC GG-3’ (Produktlänge 
176 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf den Datenbanksequenzen gi 606814 
und gi 606810 (Burnell James und Ludwig, 1997). 
2.5.3.2 Quantifizierung von GAPDH 
Zur Quantifizierung von GAPDH mRNA wird das Primersystem 98 5’-CTG GTT TCT 
ACC GAC TTC CTT G-3’ - 81 5’-CGG CAT ACA CAA GCA GCA AC-3’ 
(Produktlänge 254 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf der Datenbanksequenz 
gi 22302 (Martinez et al., 1989). 
2.5.3.3 Quantifizierung von MDH mRNA 
Zur Quantifizierung von MDH mRNA wird das Primersystem 1092 5’-GTA GTT GCT 
GCA TCT GGC AAG CAG-3’ - 1096 5’- CTA GCT AGT GAT GTG TTG ATG GAC 
G-3’ (Produktlänge 231 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf der 
Datenbanksequenz gi 22367 (Metzler et al., 1989). 
2.5.3.4 Quantifizierung von ME mRNA 
Zur Quantifizierung von ME mRNA wird das Primersystem 176 5’-GAT CTC TGC 
GCA CAT CGC TGC-3’ - 177 5’-GCA GCA CTA CCG GTA GTT GCG G-3’ 
(Produktlänge 145 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf der Datenbanksequenz 
gi 168527 (Rothermel und Nelson, 1989). 
2.5.3.5 Quantifizierung von PEPC mRNA 
Zur Quantifizierung von Pepc mRNA wird das Primersystem 96 5’-AGA ACT CAA 
GCC CTT TGG GAA GC-3’ - 97 5’-GTC GGC GAA CTC CTT GGA CAG C-3’ 
(Produktlänge 248 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf der Datenbanksequenz 
gi 22396 (Matsuoka und Minami, 1989). 
2.5.3.6 Quantifizierung von PPDK mRNA 
Zur Quantifizierung von PPDK mRNA wird das Primersystem 1073 5’- GCG AGC 
TGG TGA AGT TTG CTA CAG-3’ - 1077 5’- CAC CAG CAG CAG GCA ATC 
CGG-3’ (Produktlänge 231 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf der 
Datenbanksequenz gi 168579 (Matsuoka et al., 1988). 
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2.5.3.7 Quantifizierung von RuBisCo mRNA 
Zur Quantifizierung von RuBisCo mRNA wird das Primersystem 101 5’-GCT CCG 
TTC CAG GGG CTC AAG T-3’ - 102 5’-TCT CGC GGT ACA CGA AGC CGA CCT 
T-3’ (Produktlänge 254 bp) verwendet. Das Primersystem beruht auf der 
Datenbanksequenz gi 22464 (Lebrun et al., 1987). 
2.5.3.8 Quantifizierung von Chlorophyll a und b Bindeprotein m7 mRNA 
Zur Quantifizierung von Chlorophyll a und b Bindeprotein m7 (cab-m7) mRNA wird 
das Primersystem 691 5’-GAG CTG GAG GTG ATC CAC TC-3’ - 692 5’-AGT CCA 
CCC TCG CTG AAG ATC TG-3’ (Produktlänge 143 bp) verwendet. Das Primersystem 
beruht auf der Datenbanksequenz gi 22229 (Becker et al., 1992). 
2.5.3.9 Quantifizierung von DOF2 RNAi-Vektor mRNA 
Um den Sequenzabschnitt des Dof2 Gens, der in dem unter 3.2.1 beschriebenen RNAi-
Vektor kloniert wurde, quantitativ in transformierten Pflanzen nachweisen zu können, 
wird das Primersystem 644 5’-CGC CGC TTT GTA CTG CAA TTC TAG-3’ - 645 5’-
TCG CCG CTC CCT GTT CTT GC-3’ (Produktlänge 149 bp) verwendet. Das 
Primersystem beruht auf der Datenbanksequenz des Dof2-Gens gi 1061305 
(Yanagisawa, 1995). Die verwendeten 20 µl Reaktionen setzen sich aus 1 x Reaction 
Buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP Mix, 0,025 U Hot GoldStar Enzyme, 1 in 66000 
SYBR® Green, 0,5 M Betain, 7,5 % (v/v) DMSO und 5 pmol jedes Primers zusammen. 
2.5.3.10 Real-Time Polymerase Kettenreaktion seminested 
Um kleinste Matrizenmengen nachweisen zu können, kann bei einer Real-Time-PCR 
die Amplifikation in zwei PCR Schritten erfolgen, wobei für die PCRs versetzte 
Primersysteme verwendet werden. Das Produkt der ersten PCR dient als Matrize der 
zweiten PCR (2.5.2). Es ist notwendig, parallel zu den eigentlichen Proben über beide 
PCR-Schritte eine Standardreihe in die Real-Time PCR einzusetzen. Die 
Mengenunterschiede der Proben der Standardreihen müssen auch nach dem zweiten 
PCR Schritt noch konstant sein, andernfalls ist nicht davon auszugehen, dass die 
detektierten RNA Mengenunterschiede durch die Matrizeneingabe bedingt sind. 
Werden im ersten PCR Schritt zu viele Syntheseschritte verwendet, können einzelne 
Proben aus der linearen Amplifikation in die stationäre Phase der Reaktion übergehen, 
wodurch die PCR-Produktverhältnisse der Proben untereinander und die resultierenden 
CT-Werte im zweiten PCR Schritt verschoben würden. 
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Das Thermoprofil für den ersten Real-Time-PCR-Schritt sieht eine initiale 
Denaturierung von 10 min bei 95°C, 22 Zyklen jeweils bestehend aus einem 
Denaturierungschritt von 15 sec bei 95°C und einem Syntheseschritt von 1 min bei 
60°C, vor. Das Thermoprofil der zweiten PCR entspricht dem unter 2.5.3 
beschriebenen. 
2.5.3.10.1 Quantifizierung von Dof1 mRNA aus Mais 
Die Quantifizierung von Dof1 Transkripten wird aufgrund der geringen Matrizenmenge 
in den Proben als seminested Reaktion durchgeführt. Zur Quantifizierung der Dof1 
mRNA wird in der ersten PCR das Primersystem 281 5’-AAG AAG CGC CGC GTC 
GTG GCG CCG-3’ - 276 5’-GAG GGG AAG TCG GAG AGG CCG AGG-3’ 
(Produktlänge 217 bp) verwendet. Die verwendeten 20 µl Reaktionen setzen sich aus 1 
x Reaction Buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP Mix, 0,025 U Hot GoldStar Enzyme, 
1 in 66000 SYBR® Green, 0,5 M Betain, 5 % (v/v) DMSO und 5 pmol jedes Primers 
zusammen. In den zweiten Amplifikationsschritt wird die Primerkombination 281 5’-
AAG AAG CGC CGC GTC GTG GCG CCG-3’ - 282 5’- GCG CCA GGG AGT CGG 
AGT CCT CC-3’ (Produktlänge 144 bp) eingesetzt, die PCR-Produkte der ersten 
Reaktion dienen 1:500 verdünnt als Matrize. Die Zusammensetzung der Reaktionen 
entspricht der des ersten PCR-Schrittes. Die Sequenzen aller verwendeten Primer 
wurden von der Datenbanksequenz gi 517257 (Yanagisawa und Izui, 1993) und eigenen 
Sequenzierungen (5.2) abgeleitet. 
2.5.3.10.2 Quantifizierung von Dof1-Transposon-Hybrid-mRNA aus GR25C10 
Mutanten 
Um zu untersuchen, ob eine Insertion des Transposons RescueMu in den Promotor von 
Dof1 die Transkription einer Transposon-Dof1-Fusions-mRNA zur Folge hat, wird in 
der ersten PCR das Primersystem 1029 5’- CGT GCG TCT CCA AAA CAG AGA 
AGC C-3’ - 639 5’-CTG ATG CTG CGC CGC CCG AC-3’ (Produktlänge 254 bp) 
verwendet. Die 20 µl Reaktionen setzen sich aus 1 x Reaction Buffer, 1,25 mM MgCl2, 
0,2 mM dNTP Mix, 0,025 U Hot GoldStar Enzyme, 1 in 66000 SYBR® Green, 5 % 
(v/v) DMSO und 5 pmol jedes Primers zusammen. In die zweite Reaktion wird die 
Primerkombination 329 5’-GCC TCC ATT TCG TCG AAT CCC CTT CC-3’ - 1030 
5’-GCG ACG GCG CTG GGC TG-3’ (Produktlänge 161 bp) eingesetzt, die PCR-
Produkte der ersten Reaktion dienen 1:100 verdünnt als Matrize. Die Zusammensetzung 
der Reaktionen entspricht der des ersten PCR-Schrittes. Die Sequenz aller verwendeten 
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Primer wurden von den Datenbanksequenzen gi 517257 (Yanagisawa und Izui, 1993) 
und gi 32140408 (Raizada et al., 2001b) und eigenen Sequenzierungen (5.2) abgeleitet. 
2.6 Southernanalysen 
Mit Southern-Analyse oder Southern-Blot bezeichnet man ein Verfahren, bei dem durch 
Restriktionsenzyme gespaltene DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese nach ihrer 
Größe getrennt und anschließend aus der Gelmatrix des Trenngels auf eine 
Trägermembran aus Nitrocellulose oder Nylon übertragen und dort immobilisiert 
werden (Southern, 1975). Um spezifische DNA-Fragmente auf der Membran sichtbar 
zu machen, wird die Membran unter geeigneten Bedingungen mit einer markierten 
DNA-Gensonde inkubiert. Als Gensonde bezeichnet man Nukleinsäuren, mit deren 
Hilfe gesuchte Gene oder DNA-Sequenzen nachgewiesen werden können. Sie sind in 
ihrer Basensequenz identisch mit dem gesuchten Gen oder Teilen davon. Die Aufgabe 
der Sonde ist es, mit komplementären, auf der Membran immobilisierten, DNA-
Sequenzen zu hybridisieren. 
2.6.1 Restriktionsspaltung genomischer DNA 
Hochmolekulare genomische DNA wird mit geeigneten Restriktionsenzymen nach 
Herstellerangaben gespalten. Die entstehenden Restriktionsfragmente werden über eine 
Phenol-Chloroform und eine anschließende Chloroformextraktion aufgereinigt und 
nach einer Ethanolfällung in einem geeigneten Volumen H2O aufgenommen. 
In dieser Arbeit wurden jeweils 15 µg hochmolekulare DNA (2.3.1) verschiedener 
Pflanzen jeweils mit 60 U BglII und 120 U BamHI in 2 x Y+/Tango (yellow) Puffer bei 
37°C, 60 U Eco81I und 60 U AatII in 1 x Y+/Tango (yellow) Puffer bei 37°C, 60 U 
BclI in 1 x G+ (green) Puffer bei 55°C und 60 U NcoI in 1 x Y+/Tango (yellow) Puffer 
bei 37°C in 12 h gespalten. Alle Enzyme und die entsprechenden Puffer stammen von 
Fermentas (St. Leon-Rot). 
2.6.2 Auftrennung von DNA-Restriktionsfragmenten für Southernanalysen 
Die gespaltenen DNA-Proben wurden in einem 0,7 % (w/v) Agarosegel mit 
0,000025 % (v/v) Ethidiumbromid und 1 x TAE-Puffer langsam aufgetrennt (100 V, 
6 h). Die Auftrennung der Restriktionsfragmente wurde über EtBr vermittelte 
Fluoreszenz überprüft. 
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2.6.3 Transfer von DNA-Restriktionsfragmenten auf eine Nylon-Membran 
Um auch große Fragmente effizient auf eine Membran transferieren zu können, wird die 
aufgetrennte DNA durch 15 min Inkubation des Trenngels in 0,25 M HCl partiell 
depuriniert. Anschließend wird die DNA durch 30 min Inkubation des Gels in einem 
Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) denaturiert. Um in der Gelmatrix 
neutrale pH-Wert-Bedingungen zu erreichen, wird sie 2 min in Neutralisierungspuffer 
(1 M Tris pH 7,5, 1,5 M NaCl) inkubiert. Unter Ausnutzung der Kapillarkräfte wird 20 
x SSC Puffer (3 M NaCl, 0,3 M tri-Natriumcitrat Dihydrat, pH 7) durch das Gel und 
eine Nylonmembran (Nylon Membranes, positively charged, Roche Diagnostics, 
Mannheim) in einen Stapel Papiertücher gesogen. Die DNA wird dabei aus dem Gel auf 
die Membran übertragen. Die Membran wird kurz in 2 x SSC (0,3 M NaCl, 30 mM tri-
Natriumcitrat Dihydrat, pH 7) gewaschen, um abgelagerte Salze zu entfernen. Die 
Membran wird mit 125 mJ UV-Licht einer Wellenlänge von 254 nm bestrahlt um die 
DNA kovalent daran zu binden. Anschließend wird die Membran unter häufigem 
Wechseln des Puffers 5 h in 2 x SSC gewaschen um die Hybridisierung störendes EtBr 
zu entfernen. 
2.6.4 Markierung einer DNA-Sonde 
Als Gensonde werden DNA-Fragmente verwendet die an zufälligen Positionen ihrer 
Sequenz 32P radioaktiv markiert werden (Feinberg und Vogelstein, 1983; Feinberg und 
Vogelstein, 1984). Die Markierung einer Gensonde erfolgt mit Hilfe des LaddermanTM 
Labeling Kit (Takara Bio Europe, Gennevilliers, Frankreich). 1 µg eines PCR-
Fragmentes wird, wie in der Anleitung des Herstellers beschrieben, mit einem 9mer 
Primer, dNTPs, α-32P dCTP (3000 Ci/mmol, Hartman Analytic, Braunschweig) und 
einer DNA-Polymerase aus Bacillus caldotenax YT-G 15 min bei 52°C inkubiert. Die 
markierten Fragmente werden nach der Inkubation über ein PCR-Purifikation Kit nach 
Herstellerangaben aufgereinigt. Als Grundlage der verwendeten Sonde wurde das unter 
2.5.1.2 beschriebene PCR Fragment verwendet. 
2.6.5 Hybridisierung 
Um die an die Membran gebundenen Restriktionsfragmente gesuchter Sequenz sichtbar 
zu machen wird die Membran mit einer markierten Gensonde hybridisiert. Vor Begin 
der Hybridisierung wird die Membran 2 h bei 62°C in Denhardts Reagenz (0,1 % (w/v) 
Ficoll 400, 0,1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 0,02 % (w/v) BSA, 0,15 M NaCl, 0,015 M 
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tri-Natriumcitrat Dihydrat, 0,1 % (w/v) SDS, 1000 ng/ml Lachssperma-DNA; 
(Denhardt, 1966)) inkubiert, um unspezifische Bindungen der Sonde an die Membran 
zu verhindern. Anschließend gibt man die hitzedenaturierte Sonde zu und hybridisiert 8 
h bei einer für die Sonde angemessenen Temperatur. Nach der Hybridisierung wird die 
Membran kurz in 2 x SSC gewaschen, um nicht gebundene, radioaktive Sonde zu 
entfernen. Um unspezifisch gebundene Sonde von der Membran zu entfernen, wäscht 
man nach Bedarf mehrmals mit 2 x SSC + 0,1 % (w/v) SDS und nach Bedarf mit 0,5 x 
SSC + 0,1 % (w/v) SDS bei einer angemessenen Temperatur solange bis sich einzelne 
Signale deutlich vom Hintergrund abheben. Um die Hybridisierung spezifischer zu 
machen kann die Membran nach einer ersten Hybridisierung restriktiv zweimal mit 
0,4 M NaOH, 0,5 % (w/v) SDS bei 37°C gewaschen und anschließend wie beschrieben 
erneut hybridisiert werden. 
Für die hier verwendete Sonde (2.5.1.2) wurde für die Hybridisierung und die 
Waschschritte eine Temperatur von 62°C gewählt. 
2.6.6 Autoradiographie radioaktiv markierter Fragmente 
Die Autoradiographie ist ein röntgentechnisches Abbildungsverfahren zur 
Sichtbarmachung der räumlichen Verteilung von Strahlungsquellen in Form radioaktiv 
markierter Moleküle durch Selbstabbildung auf einer photografischen Schicht (Laskey 
und Mills, 1977). Radioaktive Sonden in Southernanalysen werden durch direkte 
Autoradiographie nachgewiesen, bei der die Membranen in direkten Kontakt mit einem 
Röntgenfilm gebracht werden. Es wird mit Verstärkerfolien gearbeitet, die bei -70°C β- 
und γ-Strahlung, die den Film passiert, ohne auf die kristalline Filmemulsion getroffen 
zu sein, absorbieren und überwiegend blaues Licht, das wiederum die Röntgenfilme 
schwärzt, emittieren. Die Röntgenfilme werden nach Herstellerangaben entwickelt. 
2.7 RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA ends 
Die RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends (RLM-Race) ist eine 
PCR basierende Technik, die es ermöglicht, die vollständige cDNA Sequenz eines Gens 
zu klonieren, wenn Teile der cDNA Sequenz bekannt sind, nicht aber die 5’-Bereiche 
(Maruyama und Sugano, 1994). Es werden nur mRNA Moleküle vervielfältigt, die zu 
Beginn des Versuches vollständig mit einer 7-Methylguanosin-Triphosphatbrücke 
(CAP) abgeschlossen sind. 
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In einem ersten Schritt werden 5’-Phosphatgruppen von mRNAs, die keine CAP-
Struktur tragen, abgespalten, um zu verhindern, dass in späteren Schritten Adaptoren an 
diese mRNA ligiert werden können. Anschließend werden von vollständigen mRNAs 
die CAPs abgespalten. An die entstehenden freien 5’-Phosphatgruppen wird im 
Weiteren ein Adaptor legiert, der nach einer reversen Transkription neben der 
bekannten Sequenz der cDNA als Bindestelle für Primer dient und so eine 
Amplifizierung der cDNA durch PCR ermöglicht. 
2.7.1 Dephosphorylierung von RNA ohne CAP 
Durch Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) können 5’-Phosphatgruppen 
degradierter mRNA, rRNA und tRNA, die keine CAP zum Schutz besitzen, abgespalten 
werden (Ahmad und Huang, 1981). 
15 µg einer Gesamt-RNA Präparation (2.3.2) werden in einem geeigneten Volumen mit 
15 U Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP, 1 U µl-1, Fermentas, St.Leon-Rot) in 
CIP-Buffer (10 mM Tris pH 7,5,10 mM MgCl2) 1 h bei 37°C inkubiert. Um die Probe 
von der CIAP, die in den weiteren Reaktionsschritten stört, aufzureinigen, wird eine 
Trizol/Chloroform Aufreinigung analog zu der unter 2.3.2 beschriebenen Methode 
durchgeführt. Der Ansatz kann bei -20°C gelagert werden. 
2.7.2 Abspaltung der CAP-Struktur von vollständiger mRNA 
Um die Ligation eines Adaptors bekannter Sequenz an das 5’-Ende von mRNA zu 
ermöglichen, wird die CAP-Struktur durch Tobacco Acid Phosphatase (TAP) 
abgespalten (Shinshi et al., 1976a). Die α-Phosphatgruppe bleibt bei der Hydrolyse 
erhalten (Schaefer, 1995; Shinshi et al., 1976b). 
Die CIP behandelte, aufgereinigte Gesamt-RNA-Präparation (2.7.1) wird geteilt. Die 
Hälfte des Ansatzes wird 1,5 h bei 37°C mit 10 U TAP (Epicentre, Madison, USA) in 
TAP-Buffer (50 mM Natriumacetat pH 6,0, 1 mM EDTA 0,1 % (v/v) β-
Mercaptoethanol, 0,01 % (v/v) Triton X-100) inkubiert, die andere Hälfte des Ansatzes 
wird in eine entsprechende Reaktion ohne TAP eingesetzt. Der Ansatz ohne TAP dient 
in der abschließenden PCR zur Kontrolle der CIAP Reaktion (2.7.1). Die Ansätze 
können bei -20°C gelagert werden. 
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2.7.3 Adaptorligation 
An die durch die TAP Reaktion (2.7.2) entstandene freie 5’-Phosphatgruppe der mRNA 
wird durch eine T4 RNA Ligase ein RNA Adaptor bekannter Sequenz angehängt 
(England und Uhlenbeck, 1978; Silber et al., 1972). 
Die mit CIAP (2.7.1) und TAP behandelte, gespaltene mRNA, bzw. der Kontrollansatz, 
werden unabhängig voneinander in eine Reaktion eingesetzt, die sich aus 1 mM ATP, 
134 pmol RNA Adaptor 5’ Race Adaptor 5’-GCU GAU GGC GAU GAA UGA ACA 
CUG CGU UUG CUG GCU UUG AUG AAA-3’ und 50 U T4 RNA Ligase (Epicentre, 
Madison, USA) in RNA Ligase Puffer (33 mM Tris pH 7,8, 66 mM Kaliumacetat, 
10 mM Magnesiumacetat, 0,5 mM DTT) zusammensetzt. Die Ansätze werden 1 h bei 
37°C inkubiert und können anschließend bei -20°C gelagert werden. Um die Proben 
aufzureinigen und das Volumen einzuengen, wird erneut eine Trizol/Chloroform 
Aufreinigung analog zu der unter 2.3.2 beschriebenen Methode durchgeführt. 
2.7.4 Amplifizierung der Adaptor-RNA-Fragmente 
Um die Adaptor-RNA Hybride in cDNA umzuschreiben, wird wie unter 2.4 
beschrieben eine reverse Transkription durchgeführt. Als Startpunkt der reversen 
Transkription kann ein Oligo(dT18) Primer oder ein genspezifischer Primer dienen. Um 
die 5’-mRNA Sequenz von Dof1 zu identifizieren, wird als Erstrangprimer der Primer 
282 (siehe 2.5.3.10.1) verwendet. Zur Amplifikation der cDNA Stränge wird die unter 
2.5.2.3 beschriebene PCR durchgeführt. 
2.7.5 Analyse der Adaptor-RNA-Produkte 
Die amplifizierten Adaptor-RNA-Produkte werden nach Anleitung des Herstellers mit 
Hilfe des TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und 
anschließend sequenziert. 
2.8 PEPC-Aktivitätsassay 
PEPC katalysiert die irreversible Carboxylierung von PEP zu OAA und ist damit ein 
Schlüsselenzym der C4-Photosynthese. Um zu untersuchen, ob eine Abweichung vom 
normalen Phänotyp einer Maispflanze auf eine Veränderung der PEPC-Aktivität 
zurückzuführen ist, kann ein Aktivitätsassay durchgeführt werden. 
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2.8.1 Extraktion von Proteinrohextrakten aus Blattgewebe 
Für die Aktivitätsmessungen in großen Mengen vorkommender Enzyme ist es 
ausreichend, aus einem groben Zellaufschluss unlösliche Reste und Zellkerne 
abzutrennen und die im Überstand verbleibenden Proteine durch Präzipitation zu 
konzentrieren. 
Etwa 150 mg Blattmaterial werden in flüssigem Stickstoff tiefgefroren, feinvermahlen 
und in 700 µl Proteinextraktionspuffer (50 mM HEPES-KOH pH 7,5, 5 mM MgCl2, 
1 mM EDTA, 0,5 % (w/v) Ascorbat, 5 mM DTT, 2 % (w/v) Polyclar) aufgenommen. 
Zellreste werden durch Zentrifugieren pelletiert (36220 x g, 4°C, 15 min). Der 
Überstand wird vorsichtig abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß überführt, erneut 
zentrifugiert (36220 x g, 4°C, 15 min), in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 
Resuspendierungspuffer (50 mM HEPES-KOH pH 7,5, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA) 
auf 800 µl aufgefüllt. Um die Proteine auszufällen, gibt man in zwölf Aliquots 
insgesamt 15 % (w/v) festes PEG 8000 zu. Dabei ist darauf zu achten, dass die Proben 
während des Lösens der einzelnen Aliquots jeweils 10 min bei 4°C durchmischt 
werden. Die Präzipitate werden durch Zentrifugieren pelletiert (15 min, 19000 x g, 
4°C). Das Pellet wird in 50 µl Proteinresuspendierungspuffer (50 mM HEPES-KOH pH 
7,5, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA) gelöst. Die Proteinkonzentration wird nach Bradford 
(Bradford, 1976; Read und Northcote, 1981) photometrisch bestimmt, dazu werden 
etwa 2 µl des Proteinextraktes eingesetzt. 
2.8.2 Bestimmung der PEPC-Enzymaktivität in einem Proteinrohextrakt 
Die Messung der PEPC-Aktivität wird, wie in Abbildung 2.2 dargestellt, durch einen 
gekoppelten Nachweis durchgeführt, dabei liefert PEPC das Substrat für das Enzym 
MDH, welches in einer folgenden Reaktion NADH in NAD umsetzt. Der Verbrauch 
des Cofaktors NADH kann über den Rückgang der Absorption der Probe bei 340 nm 
photometrisch bestimmt werden. 
 
 
 
Abbildung 2.2 Übersicht über den Reaktionsverlauf zur Messung der PEPC-Aktivität 
Gezeigt ist der Reaktionsverlauf, der der Messung der PEPC-Aktivität aus einem Proteinrohextrakt 
(2.8.1) aus Maisblattgewebe zugrunde liegt. Enzyme sind rot dargestellt. PEP = Phosphoenolpyruvat; 
PEPC = Phosphoenolpyruvatcarboxylase; OAA = Oxalacetat; MDH = Malatdehydrogenase. Die 
Veränderung des NADH Gehaltes der Probe kann durch Extinktionsmessung bei 340 nm bestimmt 
werden. 
PEP OAA Malat 
PEPC 
NAD 
MDH
NADH
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Die für die Bestimmung der PEPC Aktivität in den Proteinrohextrakten verwendeten 
Reaktionsansätze enthalten 25 mM Tris-HCl pH 8,0, 5 mM MgCl2, 2 mM DTT, 1 mM 
KHCO3, 5 mM Glucose-6-Phosphat (G6P) zur Aktivierung der PEPC, 0,2 mM NADH 
und 6 U/µl MDH (aus Schweineherz, Roche, Mannheim). Für jede Messung werden 
5 µl Extrakt (2.8.1) in einem Probenvolumen von 1 ml eingesetzt. Die Veränderung der 
Extinktion der Probe wird bei 340 nm mit einem SmartSpecTM 3000 (BioRad, 
München) vor der Zugabe des entsprechenden Enzyms bis zur Extinktionskonstanz 
nach Zugabe von 0,1 M PEP gemessen. Der Versuch wird bei RT durchgeführt. Um 
eine verlässliche Messung zu ermöglichen, ist darauf zu achten, dass die gemessene 
Extinktion zwischen 0,1 und 1 liegt. Der Metabolitgehalt der Proben wird wie unter 
2.8.3 beschrieben berechnet. 
2.8.3 Berechnung der PEPC-Aktivität 
Spezifische Aktivität PEPC (U/mg) = 
dxxcxV
xxVE
pp
k
ε
1000∆
 
mit ∆E, Extinktion; VK, Gesamtvolumen in der Küvette (in ml); VP, Volumen der Probe in der Küvette (in 
µl); cp, Konzentration der Probe in mg ml-1; ε, molarer Extinktionskoeffizient von NADH (6220 l µmol-1 
cm-1); d, Schichtdicke der Küvette (in cm) 
2.9 Analyse von Metaboliten 
Der Vergleich der Menge von Metaboliten in Pflanzen, die unter vergleichbaren 
Bedingungen wachsen, können Hinweise auf Unterschiede im Stoffwechsel einzelner 
Pflanzen geben. Dabei können sowohl Unterschiede in der primären Fixierung von CO2 
als auch die Gleichgewichtskonzentrationen der Metaboliten in einer Pflanze von 
Bedeutung sein. 
2.9.1 Identifizierung von primären CO2-Fixierungsprodukten 
Zur Identifizierung von primären CO2-Fixierungsprodukten werden Blattscheiben mit 
14CO2 inkubiert. Das verstoffwechselte, radioaktive CO2 wird in die primären 
Stoffwechselprodukte eingebaut. Die Metaboliten werden extrahiert und über eine 
Dünnschichtchromatographie aufgetrennt. Der Vergleich der Menge der markierten 
Stoffwechselprodukte verschiedener Pflanzen lässt Rückschlüsse auf ihre 
Photosyntheseaktivität zu. Die Versuchsdurchführung orientiert sich an Rademacher et 
al. (Rademacher et al., 2002). 
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2.9.1.1 Exposition von Maisblattgewebe in 14CO2 
Aus Maisblättern, die vorher 6 h belichtet wurden, werden Blattscheiben mit einem 
Durchmesser von 1,6 mm ausgestanzt (~0,03 g Frischgewicht). Die Blattscheiben 
werden auf feuchtem Filterpapier in einer Petrischale etwa 30 min belichtet. In einer 
Kammer mit 200 ml Inhalt werden zur Freisetzung von 14CO2 bei RT in normaler 
Raumluft 200 µl H2SO4 (20 %, v/v) mit 50 µl NaH14CO2 (~12,5 µCi) gemischt. Die 
NaH14CO2-Lösung besitzt eine spezifische Aktivität von 53 µCi/µmol bei einer 
Konzentration von 0,25 µCi µl-1, womit 12,5 µCi 0,236 µmol NaH14CO2 entsprechen. 
Aus dieser Lösung können sich bei Raumtemperatur maximal 5,7 µl 14CO2 entwickeln, 
das entspricht in der 200 ml Kammer einer CO2-Erhöhung um etwa 7,5 %. Nachdem 
ein Konzentrationsausgleich in der Kammer stattgefunden hat, werden die Blattscheiben 
nacheinander 10 sec in der Kammer exponiert. Um alle Stoffwechselprozesse 
augenblicklich zu stoppen, werden die Blattscheiben anschließend sofort in flüssigem 
Stickstoff tiefgefroren. Die Proteinextraktion der löslichen Metaboliten erfolgt wie unter 
2.9.1.2 beschrieben. 
2.9.1.2 Extraktion von löslichen primären Fixierungsprodukten aus Blattgewebe 
Zum Extrahieren löslicher Metaboliten aus Blattscheiben werden die gefrorenen 
Blattscheiben fein vermahlen. Man gibt 1 ml 80 % (v/v) Ethanol zu und inkubiert 
10 min bei 80°C. Die Proben werden 5 min zentrifugiert (19000 x g, 5 min). Der 
Überstand wird abgenommen, das Blattmaterialpellet wie beschrieben erneut mit 1 ml 
80 % (v/v) Ethanol bei 80°C extrahiert. Die Extraktion der Metaboliten wird auf diese 
Art und Weise wiederholt, bis das Blattmaterial vollständig ausgebleicht ist. Das 
Blattmaterial wird getrocknet und zur Analyse der unlöslichen Metaboliten verwahrt. 
Die Ethanolfraktionen werden vereinigt, das Ethanol wird vollständig verdampft. Der 
Rückstand aus Metaboliten wird in 150 µl 40 % (v/v) Ethanol aufgenommen. 
Anschließend werden unlösliche Bestandteile durch Zentrifugieren (19000 x g, 5 min) 
pelletiert. Der Überstand wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C 
verwahrt. 
Zur Bestimmung der Einbaueffizienz des 14C in das Blattmaterial wird die 
Gesamtradioaktivität in der löslichen Fraktion und in der unlöslichen Fraktion einer 
Probe durch eine Szintillationsmessung bestimmt, dazu werden 10 µl des Extraktes 
bzw. das Blattmaterial mit 5 ml Szintillationscocktail gemischt. Mit einem 
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Szintillationszähler werden die Zerfälle pro Minute (cpm = counts per minute) als Maß 
für die Menge an primären Fixierungsprodukten bestimmt. 
2.9.1.3 Auftrennung und Quantifizierung von 14C-markierten primären 
Fixierungsprodukten 
Die Auftrennung von 14C-markierten Intermediaten erfolgt über eine eindimensionale 
Dünnschichtchromatographie (Schurmann, 1969). Hierzu werden 2 cm vom Plattenrand 
entfernt in einem Bereich von 1 cm 10 µl einer Metabolitextraktion (2.9.1.2) 
strichförmig auf eine cellulosebeschichtete Dünnschichtplatte aufgetragen. Die 
Dünnschichtplatte wird in einer Chromatographiekammer in einer Lösung aus 60 % 
(v/v) 2-Butanol und 10 % (v/v) Ameisensäure entwickelt, bis die Lauffront den oberen 
Rand der Platte erreicht. 
Die Dünnschichtplatte wird über Nacht auf einer Phosphoimagerplatte 
(Phosphoimagerplatte MS 20080020, Raytest, Straubenhardt) exponiert, die 
Phosphoimagerplatte wird über einen Fluoreszenzscanner (Fuji Fluoreszenzscanner 
FLA-3000, Fuji, Düsseldorf) ausgelesen. Die Signale werden über eine geeignete 
Software wie unter 2.19 beschrieben quantifiziert. 
Im Vergleich mit der durch die Szintillationsmessung bestimmten Gesamtradioaktivität 
kann der Anteil der einzelnen Metaboliten bezogen auf den Gesamt-14C-Einbau 
bestimmt werden. 
2.9.2 Bestimmung der Menge verschiedener Metaboliten in Blattgewebe 
Die Messung der Metaboliten kann Aufschluss über den Metabolitstatus auch über die 
Metabolitregulation einer Pflanze geben. Metaboliten, die durch enzymatische 
Reaktionen, die an die Produktion oder den Verbrauch von NAD(P)H gekoppelt sind, 
verbraucht werden, können über die photometrische Messung der Menge an NAD(P)H 
in der Reaktion bei 340 nm indirekt bestimmt werden (Bergmeyer, 1970; Stitt et al., 
1989). Die Messung der Metaboliten ist angelehnt an Häusler et al. (Häusler et al., 
2000). 
2.9.2.1 Extraktion von Metaboliten aus Blattgewebe 
100 mg - 200 mg Blattmaterial werden in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und 
anschließend feinvermahlen. Das Blattpulver wird in 1 ml 65°C heißem, 70 %igen 
Ethanol aufgenommen und darin 20 min inkubiert. Der Extrakt wird in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Das Blattmaterial wird auf diese Art und Weise dreimal 
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extrahiert. Die Extrakte werden vereinigt und in einem Vakuumkonzentrator getrocknet. 
Man resuspendiert die Metaboliten in Anwesenheit von 2 mg Aktivkohle in so viel 
H2O, dass man eine Endkonzentration von 0,5 mg Blattmaterial µl-1 erreicht. Mögliche 
unlösliche Bestandteile werden abzentrifugiert (19000 x g, 4°C, 15 min). Der Überstand 
wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C verwahrt. 
2.9.2.2 Bestimmung der Pyruvat- und Phosphoenolpyruvatmenge 
Die Bestimmung der Pyruvat- und Phosphoenolpyruvatmenge erfolgt gekoppelt (siehe 
Abbildung 2.3). In einem ersten Schritt wird Pyruvat durch Lactatdehydrogenase (LDH, 
EC 1.1.1.27) unter äquimolarem NADH-Verbrauch zu Lactat umgesetzt. Anschließend 
gibt man Pyruvatkinase (PK) zu, wodurch das Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat und 
dieses wiederum unter NADH-Verbrauch zu Lactat verstoffwechselt wird (Häusler et 
al., 2000). 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.3 Übersicht über die Reaktionsverläufe zur Messung der Metabolitmengen von 
Phosphoenolpyruvat, Pyruvat und Malat 
Gezeigt sind die Reaktionsverläufe, die der Messung der Metaboliten Phosphoenolpyruvat, Pyruvat 
(A) und Malat (B) der CO2-Fixierung des C4-NADP-Malatenzymtyps zugrunde liegen. Enzyme sind 
rot dargestellt. PK = Pyruvat Kinase; LDH = Lactatdehydrogenase; MDH = Malatdehydrogenase; 
GOT = Glutamatoxalacetattransaminase; PEP = Phosphoenolpyruvat; PYR = Pyruvat; OAA = 
Oxalacetat; GLU = Glutamat; 2-OG = 2-Oxoglutarat. Die Veränderung des NADH Gehaltes der 
Proben kann durch Extinktionsmessung bei 340 nm bestimmt werden. 
Die für die Bestimmung des in den Proben (2.9.2.1) enthaltenen Pyruvats und 
Phosphoenolpyruvats verwendeten Reaktionsansätze enthalten 100 mM HEPES-NaOH 
(pH 7,5), 1 mM MgCl2, 1 mM ADP und 200 µM NADH. Für die Bestimmung der 
Pyruvatmenge werden 2,75 U Lactatdehydrogenase (aus Hasenmuskel, Roche, 
Mannheim) eingesetzt. Nach Erreichen einer konstanten Extinktion werden für die 
Bestimmung der Phosphoenolpyruvatmenge anschließend 2 U Pyruvatkinase (aus 
Hasenmuskel, Roche, Mannheim) zugegeben. Für die Messung werden 4 µl Extrakt 
(entspricht 2 mg Blattmaterial, siehe 2.9.2.1) in einem Probenvolumen von 200 µl 
eingesetzt. Die Extinktionsänderung der Probe wird bei 340 nm mit einem SpectraMax 
340 (Molecular Device, Ismaning) Photometer in einer Multititerplatte gemessen. Dabei 
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wird die Extinktion vor der Zugabe des entsprechenden Enzyms bis zur 
Extinktionskonstanz nach Zugabe des Enzyms gemessen. Der Versuch wird bei 37°C 
durchgeführt. Um eine verlässliche Messung zu ermöglichen, ist darauf zu achten, dass 
die gemessene Extinktion zwischen 0,1 und 1 liegt. Der Metabolitgehalt der Proben 
wird wie unter 2.9.2.5 beschrieben berechnet. 
2.9.2.3 Bestimmung der Malatmenge 
Die Bestimmung des Malatgehaltes erfolgt durch die enzymatische Umsetzung des 
Malats durch MDH zu OAA und Glutamat, bei der äquimolare Mengen NADH gebildet 
werden (siehe Abbildung 2.3). Eine weitere Umsetzung des OAA und Glutamats zu 2-
Oxoglutarat und Aspartat durch Glutamatoxalacetattransaminase (GOT) verhindert eine 
Rückreaktion und gewährleistet den quantitativen Umsatz des Malats. 
Für die Bestimmung des in den Metabolitextraktionen (2.9.2.1) enthaltenen Malats 
werden Reaktionsansätze aus 230 mM Glycylglycin (pH 10), 38 mM L-Glutamat, 
1 mM NAD, 1 U GOT (aus Schweineherz, Roche, Mannheim) und 24 U MDH (aus 
Schweineherz, Roche, Mannheim) verwendet. Für jede Messung werden 4 µl Extrakt 
(entspricht 2 mg Blattmaterial, siehe 2.9.2.1) in einem Probenvolumen von 200 µl 
eingesetzt. Die Extinktion wird wie unter 2.9.2.2 beschrieben bestimmt, der 
Metabolitgehalt der Probe wie unter 2.9.2.5 angegeben berechnet. Der Versuch wird bei 
30°C durchgeführt. 
2.9.2.4 Bestimmung der Glucosemenge 
Die Bestimmung des Glucosegehaltes erfolgt durch die enzymatische Umsetzung der 
Glucose (GLC) durch Hexokinase (HK) zu Glucose-6-Phosphat und der anschließenden 
Oxidation durch Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) zu 6-Phosphogluconat 
(6PG) unter der Umsetzung von äquimolaren Mengen NADP zu NADPH (siehe 
Abbildung 2.4). 
Die Reaktionsansätze für die Bestimmung der in den Proben (2.9.2.1) enthaltenen 
Glucose setzen sich aus 100 mM Tris HCl (pH 8), 0,8 mM NADP, 10 mM MgCl2, 
2,5 mM ATP, 0,1 U HK (aus Hefe, Roche, Mannheim) und 0,05 U Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (aus Hefe, Roche, Mannheim) zusammen. Für jede Messung 
werden 5 µl Extrakt (entspricht 2,5mg Blattmaterial, siehe 2.9.2.1) eingesetzt. Die 
Reaktion wird in einem Probenvolumen von 300 µl durchgeführt. Die Extinktion wird 
wie unter 2.9.2.2 beschrieben bestimmt, der Metabolitgehalt der Probe wie unter 2.9.2.5 
angegeben. Der Versuch wird bei 25°C durchgeführt. 
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2.9.2.5 Berechnung des Metabolitgehaltes von Blattproben 
Der Metabolitgehalt einer Blattprobe berechnet sich nach 
Metabolit (µmol mg-1Blattmaterial) = dxxcxV
xVE
pP
K
ε
∆  
mit ∆E, Extinktion; VK, Gesamtvolumen in der Küvette (in µl); VP, Volumen der Probe in der Küvette (in 
µl); cp, Konzentration der Probe (in mg Blattmaterial µl-1); ε, molarer Extinktionskoeffizient (NADH: 6220 µl 
µmol-1 cm-1, NADPH: 6310µl µmol-1 cm-1); d, Schichtdicke der Küvette (in cm) 
2.9.3 Bestimmung der Stärkemenge in Blattgewebe 
In der Lichtreaktion wird in Blättern aus Glucose unlösliche und deshalb osmotisch 
unwirksame Assimilationsstärke aufgebaut und in Form kleiner Körner in den 
Chloroplasten gespeichert. Eine Störung in der Synthese oder Speicherung von Stärke 
kann Hinweise auf Defekte in der Photosynthese geben. 
2.9.3.1 Extraktion von Stärke aus Blattgewebe 
Zu etwa 100 mg eingewogenem Blattmaterial gibt man 400 µl 2 M KOH und inkubiert 
45 min bei 95°C. Nach der Inkubation werden unlösliche Bestandteile abzentrifugiert 
(19000 x g, 20 min, 4°C). Durch die Zugabe von 1 M Essigsäure wird der pH-Wert auf 
5 eingestellt. Die Proben können bei -20°C gelagert werden. 
2.9.3.2 Quantifizierung der Stärkemenge in Blattgewebe 
Die Mengenbestimmung von Stärke in Blattgewebe erfolgt enzymatisch (Stitt et al., 
1989). Hierzu wird die Stärke, wie in Abbildung 2.4 dargestellt, in einem ersten Schritt 
in Glucoseäquivalente umgewandelt, anschließend wird Glucose durch Hexokinase zu 
Glucose-6-Phosphat phosphoryliert und dann durch Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase unter Reduktion von äquimolaren Mengen NADP zu 6-
Phosphogluconat oxidiert. 
 
 
 
Abbildung 2.4 Übersicht über den Reaktionsverlauf zur Stärkemengenbestimmung 
Gezeigt ist der Reaktionsverlauf, der der Messung von Stärke in Blattgewebe zugrunde liegt. Enzyme 
sind rot dargestellt. AMG = Amyloglucosidase; AMY = Amylase; GLC = Glucose; HK = 
Hexokinase; G6P = Glucose-6-Phosphat; G6P-DH = Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase; 6PG = 6-
Phosphogluconat. Die Veränderung des NADPH Gehaltes der Proben kann durch 
Extinktionsmessung der Lösung bei 340 nm bestimmt werden. 
ADP 
HK 
ATP
6PG 
NADPH 
G6P-DH 
NADP
Stärke GLC G6P 
AMG 
AMY 
MATERIAL UND METHODEN 45
 
 
Da die Reaktion an die Reduktion von äquimolaren Mengen NADP gekoppelt ist, kann 
über die photometrische Messung der Menge an NADPH in der Reaktion bei 340 nm 
die Menge an Glucoseäquivalenten und dadurch an Stärke indirekt bestimmt werden. 
Zur Stärkebestimmung muss die Stärke zunächst in Glucoseäquivalente (GÄq) 
überführt werden. 200 µl Stärkeextrakt (2.9.3.1) werden mit 400 µl 50 mM NaAc 
(pH 4,8), 1 U Amyloglucosidase (AMG, aus Aspergillus niger, Sigma, Taufkirchen) 
und 2 U α-Amylase (AMY, aus Bakterien, Merck, Darmstadt) 15 h bei 50°C inkubiert. 
Der Ansatz wird zentrifugiert (19000 x g, 15 min, 4°C) und der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. 70 µl des Ansatzes werden in die Bestimmung der 
Glucoseäquivalente eingesetzt. 
Die für die Bestimmung der in den Proben enthaltenen Glucoseäquivalente verwendeten 
Reaktionsansätze enthalten 100 mM Tris HCl (pH 8), 0,8 mM NADP, 10 mM MgCl2 
und 2,5 mM ATP. Die Reaktion wird in einem Probenvolumen von 300 µl 
durchgeführt. Vor der Zugabe von 0,1 U Hexokinase (aus Hefe, Roche, Mannheim) und 
0,05 U Glucose-6-PhosphatDehydrogenase (aus Hefe, Roche, Mannheim) wird die 
Ausgangsextinktion bei 340 nm mit einem SpectraMax 340 (Molecular Device, 
Ismaning) Photometer in einer Multititerplatte bestimmt. Nach der Zugabe der Enzyme 
wird bis zur Extinktionskonstanz gemessen. Der Versuch wird bei 25°C durchgeführt. 
2.9.3.3 Berechnung des Stärkegehaltes von Blattproben 
Der Stärkegehalt einer Blattprobe berechnet sich nach 
Stärke (µmolGÄq g-1Blattmaterial) = dxxFGxV
VxxVE
P
EK
ε
∆  
mit ∆E, Extinktion, GÄq, Glucoseäquivalente; VK, Gesamtvolumen in der Küvette (in µl); VE, 
Gesamtvolumen des Ausgangsextraktes (in µl); VP, Volumen der Probe in der Küvette (in µl); FG, 
Frischgewicht der Blattscheibe (in g); ε, molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (6310 µl µmol-1  
cm-1); d, Schichtdicke der Küvette (in cm) 
2.10 Bestimmung des Aminosäuregehaltes von Blattgewebe 
Die Bestimmung des Aminosäuregehaltes in Blattproben verschiedener Pflanzen kann 
Hinweise auf Stoffwechselschäden liefern. 
Die Quantifizierung des Gesamtgehaltes an freien Aminosäuren in einer Blattprobe 
erfolgt mit Ninhydrinreagenz. Aminosäuren mit primären Aminogruppen werden durch 
Ninhydrin unter Decarboxylierung zu einem um ein C-Atom kleineren Aldehyd oxidiert 
(Friedman, 2004), und es entsteht ein blauvioletter Farbstoff (Friedman, 2004; Morrell 
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und Ruhemann, 1944). Bei Aminosäuren mit sekundären Aminogruppen läuft die 
Reaktion nur teilweise ab und es wird ein gelber Farbstoff gebildet. 
Die Reaktionsansätze zur Messung des Aminosäuregehaltes einer Blattprobe enthalten 
73 % (v/v) EtOH, (9 % v/v) Eisessig, 20 mM Ninhydrin und 50 mM CdCl2. Für jede 
Messung werden 3 µl Gesamtmetabolitextrakt (entspricht 1,5 mg Blattmaterial, siehe 
2.9.2.1) in einem Probevolumen von 200 µl eingesetzt. Die Messung der Extinktion der 
Ansätze erfolgt bei 506 nm (MacFadyen, 1950; MacFadyen und Fowler, 1950) mit 
einem SpectraMax 340 (Molecular Device, Ismaning) Photometer in einer 
Multititerplatte, dabei wird die Extinktion der Probe vor und nach 10 min Erhitzen auf 
80°C gemessen. Zur Bestimmung des absoluten Aminosäuregehaltes werden die 
Messwerte mit einer Eichgeraden verglichen. Die Eichgerade wird durch den Einsatz 
von 0 nmol bis 40 nmol Aspartat erstellt. 
2.11 Quantitative Bestimmung von Chloroplastenpigmenten 
In C4-Pflanzen mit fehlenden Grana in den Bündelscheidenchloroplasten ist nur wenig 
Chlorophyll b vorhanden und das Photosystem II wird nicht normal ausgebildet. Eine 
Verschiebung der Gehalte an Chloroplastenpigmenten in einer Pflanze kann daher auf 
Schäden des C4-Syndroms hinweisen. 
Etwa 30 mg Blattmaterial der zu untersuchenden Pflanzen werden in flüssigem 
Stickstoff tiefgefroren und fein vermahlen. Das Blattmaterial wird mit 200 µl 80 % 
(v/v) Aceton versetzt und 1 h bei RT geschüttelt. Anschließend wird das Blattmaterial 
abzentrifugiert (19000 x g, 4°C). Das Sediment wird erneut mit 200 µl 80 % (v/v) 
Aceton versetzt. Diese Extraktion wird dreimal nacheinander durchgeführt. Die 
Extrakte werden vereinigt. In 80 % (v/v) Aceton liegt das Adsorptionsmaximum von 
Chlorophyll a bei 663 nm, das von Chlorophyll b bei 645 nm. Die quantitative 
Bestimmung der vorhandenen Carotinoide erfordert eine dritte Extinktionsmessung bei 
440 nm. Die Extinktionsmessungen werden mit einem Smart SpecTM 3000 Photometer 
(BioRad Laboratories GmbH, München) durchgeführt. Die Proben werden so mit 80 % 
(v/v) Aceton verdünnt, dass die Extinktionswerte zwischen 0,01 und 1 liegen. Die 
Berechnung der Chlorophyllkonzentrationen der Proben aus den Extinktionswerten 
erfolgt nach Arnon, Metzner, Senger und Nybom (Arnon, 1949; Metzner und Senger, 
1965; Nybom, 1955) aus: 
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c (µg/ml)[Chlorophyll a] = 9,78 x E663 - 0,99 x E645 
c (µg/ml)[Chlorophyll b] = 21,4 x E645 - 4,65 x E663 
mit E663, Extinktion bei 663 nm; E645, Extinktion bei 645 nm 
 
Die Berechnung der Konzentrationen der Carotinoide der Proben aus den 
Extinktionswerten erfolgt nach Arnon, Metzner, Senger und Nybom (Arnon, 1949; 
Metzner und Senger, 1965; Nybom, 1955) aus: 
 
c (µg/ml)[Carotinoide] = 4,69 x E440 - 0,268 x (20,2 x E645 + 8,02 x E663) 
mit E440, Extinktion bei 440 nm; E663, Extinktion bei 663 nm; E645, Extinktion bei 645 nm 
2.12 Messung der Photosyntheserate 
Der Vergleich der Photosyntheserate einer Pflanze bei verschiedenen CO2-
Konzentrationen gibt Aufschluss darüber, unter welchen Bedingungen eine normale 
Photosyntheseleistung erreicht wird. Aus der Photosyntheserate kann der apparente 
CO2-Kompensationspunkt (Г), d.h. die minimale CO2-Konzentration, bei der der CO2-
Verbrauch der Photosynthese und die CO2-Produktion durch die Photorespiration gleich 
sind, abgeleitet werden. Er liegt bei C3-Pflanzen bei etwa 50 ppm, bei C4-Pflanzen bei 
etwa 5 ppm. Eine Verschiebung des CO2-Kompensationspunktes kann auf Defekte in 
der CO2-Fixierung hinweisen. 
Die Messung der Photosyntheserate wird mit dem Infrarotgasanalysator für 
Photosynthesemessungen Portable Photosynthesis System LI-6400 (LI-COR, Lincoln, 
USA) durchgeführt. Das Messsystem ist ein offenes System nach dem Zweistrahl-
Verfahren. Die Photosyntheserate und Transpiration werden aus der Differenz von CO2 
und H2O in einem Luftstrom in der Messkammer, die das zu messende Blattmaterial 
enthält, und in einer Referenzküvette errechnet. Die Messung erfolgt an intakten 
Pflanzen zerstörungsfrei. Definierte Lichtbedingungen können über die Kunstlichtquelle 
Leaf Chamber Fluorometer 6400-40 (LI-COR, Lincoln, USA) eingestellt werden. Die 
Luftfeuchtigkeit wird nach Bedarf über die manuelle Zuschaltung einer 
Trockenmitteleinheit geregelt. Um verschiedene CO2-Konzentrationen vorgeben zu 
können, wird ein 6400-01 CO2 Injektor (LI-COR, Lincoln, USA) verwendet, der mit 
12 g CO2-Patronen (LI-COR, Lincoln, USA) bestückt wird. Die CO2-Abhängigkeit der 
Nettophotosynthese wird durch die Messung der Photosynthese bei vorgegebenen CO2-
Konzentrationen bestimmt. Zur Erstellung von CO2-Kurven werden folgende Parameter 
konstant gehalten: Luftstrom (F) = 500 µmol s-1, Blatt-Temperatur 27°C, 
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Quantendurchflußmenge = 1500 µmol m-2 s-1, gemessene Blattfläche (S) = 2 cm2, 
stomatale Ratio (K) = 0,5 (bei Mais), 1,5 (für Tabak); Blattkammer Lüftung = slow; 
umgebende Luftfeuchtigkeit = ~40 %. Die Photosyntheserate wird bei 400, 300, 200, 
100, 80, 60, 40 und 0 ppm CO2 bestimmt. Die Photosyntheserate A errechnet sich aus: 
 
S
WWFCWCCF
A rssssr
100
)()1000()( −−−−
=  
mit A, Photosyntheserate (in mol CO2 m-2 s-1); F, molare Durchflussrate von Luft, die in die Messkammer 
strömt (in µmol s-1); Cr, Molfraktion an CO2 in der Referenzkammer des Infrarotgasanalysators (µmol 
CO2 mol-1 Luft); Cs, Molfraktion an CO2 in der Messkammer des Infrarotgasanalysators (µmol CO2 mol-1 
Luft); S, Blattfläche in der Messkammer (in cm2); Ws, Molfraktion an Wasserdampf in der Messkammer 
des Infrarotgasanalysators (µmol H2O mol-1 Luft); Wr, Molfraktion an Wasserdampf in der 
Referenzkammer des Infrarotgasanalysators (µmol H2O mol-1 Luft). 
2.13 Bestimmung des Kohlenstoff- und Stickstoffgehaltes von Blattproben 
durch Elementaranalyse 
Um die Auswirkungen von Gendefekten auf den Stickstoff- und Kohlenstoffgehalt einer 
Pflanze zu bestimmen, werden getrocknete Blattproben mit einem CHNOS - 
Elementaranalysator auf die Gewichtsanteile für Kohlenstoff und Stickstoff hin 
untersucht. 
Die Anteile der Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff, Schwefel und Stickstoff werden mit 
einem vario EL III CHNOS Elementaranalysator (elementar Analysesysteme GmbH, 
Hanau) bestimmt. Die Proben werden in reinem Sauerstoff bei 1150°C vollständig 
verbrannt. Die Verbrennungsgase werden von störenden Fremdgasen gereinigt. Die 
gewünschten Messkomponenten werden mit Hilfe von Adsorptionssäulen voneinander 
getrennt und nacheinander mit einem Wärmeleitfähigkeitsdetektor bestimmt. Als Spül- 
und Trägergas dient Helium. 
Die Blattproben werden für 12 h bei 70°C getrocknet, anschließend in flüssigem 
Stickstoff tiefgefroren und mit einem tiefgekühlten Handmörser feinvermahlen. Das 
Pulver wird vor der Messung erneut mindestens 12 h bei 70°C getrocknet. Für die 
Messung werden zwischen 10 mg und 20 mg Blattmaterial in Zinnschiffchen (elementar 
Analysesysteme GmbH, Hanau) abgefüllt. Als Standard- und Eichproben dient 
Acetanilid (Merck, Darmstadt). 
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2.14 Grid G Projekt 
Das „NSF Project Maize Gene Discovery, DNA Sequencing and Phenotypic Analysis“ 
(PI Virginia Walbot) stellt Plasmidbibliotheken zur Verfügung, die die Vielfalt 
germinaler und somatischer Insertionsbereiche eines designten Mu Transposons 
(RescueMu, Datenbanksequenz gi 32140408) in Pflanzen eines Maisfeldes 
repräsentieren. 
Das RescueMu Transposon ist ein Mu1 Element, in das ein pBluescript-Vektor und eine 
Markersequenz von Rhizobium meliloti integriert wurden (Chandler und Hardeman, 
1992; Raizada et al., 2001b). Über Partikelbombardement werden RescueMu 
Transposon tragende Maislinien transformiert. Das RescueMu Transposon besitzt selbst 
keine Transposaseaktivität, erst die Kreuzung einer RescueMu transformierten 
Maislinie mit einer MuDR aktiven Linie führt zur Transposition vom ursprünglichen 
Intergrationsort und zur Mutation unabhängiger Gene. Die Transposition des 
Transposons RescueMu erfolgt konservativ. Mu Transposons verursachen eine hohe 
Mutationsrate (Alleman und Freeling, 1986). Alle Mu Elemente besitzen an beiden 
Enden eng verwandte 0,2 kb große terminal inverted repeats (TIR). Tendenziell 
inserieren transponierte Mu Elemente, unabhängig vom ursprünglichen Insertionsort 
(Lisch et al., 1995), bevorzugt in transkriptionell aktive Genregionen (Hanley et al., 
2000). Durch 5’-Methylierung von Cytosin in CG- und CNG-Motiven der TIR der 
MuDR Elemente werden diese als Erkennungsregion für eine Transposase unbrauchbar 
(Bennetzen, 1996; Hershberger et al., 1991; Rudenko und Walbot, 2001). 
Für das NSF Projekt werden mit dem Transposon RescueMu mutierte Maispflanzen der 
M2-Generation in Reihen und Spalten ausgepflanzt. Blattproben aus jeder Pflanze jeder 
Reihe und Spalte des Maisfelds werden vereinigt. Anschließend wird aus den Proben 
genomische DNA isoliert. Plasmide werden präpariert, indem genomische DNA durch 
die Restriktionsenzyme BamHI und BglII, für die im RescueMu Element keine 
Erkennungssequenzen existieren, gespalten wird. Die Restriktionsfragmente werden 
anschließend selbstligiert. Die in die Ligation eingesetzte DNA Konzentration ist 
niedrig, um sicherzustellen, dass es sich bei den meisten Ligationen um 
Selbstligationsereignisse eines einzelnen linearen DNA-Stückes handelt. Die 
Zirkularisierung der DNA wird mittels der, durch die beiden Restriktionsenzyme 
bedingten kohäsiven Überhänge ermöglicht. Ein auf dem Transposon vorliegendes 
Ampicillin und Carbenicillin Resistenzgen und ein origin of replication (ori) 
ermöglichen die Vermehrung der Plasmide in E. coli und die Unterscheidung von DNA 
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mit und ohne Insertion des Transposons RescueMu. Mit diesem Projekt soll ein 
Werkzeug zur Verfügung gestellt werden, um Gene kartieren und die Bedeutung von 
Genen für den Phänotyp einer Pflanze analysieren zu können. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.5 Grid G Projekt 
Dargestellt ist eine Übersicht über die Organisation des „NSF Project Maize Gene Discovery, DNA 
Sequencing and Phenotypic Analysis“, PI: Virginia Walbot, Stanford University. Erklärungen sind 
den in der Abbildung dargestellten Textbausteinen zu entnehmen. 
Der Aufbau des Projekts ist in Abbildung 2.5 beispielhaft an der Plasmidbibliothek Grid 
G (Stanford University, Stanford, USA) dargestellt. Die Plasmidbibliotheken können 
über PCR-Sichtung hinsichtlich der Insertion des Transposons RescueMu in ein Gen 
untersucht werden (siehe auch 2.5.2). Durch die Organisation des Projektes ist es 
möglich, eine detektierte, durch das RescueMu-Transposon hervorgerufene 
Genmutation bis auf die Pflanze zurückzuverfolgen, aus der das Blattmaterial für die 
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121110987 6 5 43 2 1 
R1 R9 R17 R25 R33 R41 C1 C9 C17 C25 C33 C41 
R2 R10 R18 R26 R34 R42 C2 C10 C18 C26 C34 C42 
R3 R11 R19 R27 R35 R43 C3 C11 C19 C27 C35 C43 
R4 R12 R20 R28 R36 R44 C4 C12 C20 C28 C36 C44 
R5 R13 R21 R29 R37 R45 C5 C13 C21 C29 C37 C45 
R6 R14 R22 R30 R38 R46 C6 C14 C22 C30 C38 C46 
R7 R15 R23 R31 R39 H2O C7 C15 C23 C31 C39 C47 
R8 R16 R24 R32 R40 H2O C8 C16 C24 C32 C40 C48 
3 Durch eine geeignete Sichtung kann man in 94 Reaktionen 2208 Einzelpflanzen auf ein 
bestimmtes Merkmal testen. Bei etwaigen positiven Ergebnissen ist es möglich, die 
merkmaltragende Einzelpflanze direkt zu bestimmen und Nachkommen bei der Maize 
Genetics Cooperation - Stock Center, Department of Crop Sciences, University of Illinois zu 
bestellen. 
2 Aus den gepoolten 
Blattproben wird DNA 
isoliert, die DNA wird mit den 
Restriktionsenzymen BamHI 
und BglII) gespalten und 
anschließend ligiert. Bedingt 
durch den Aufbau des 
RescueMu Transposons ist 
es möglich, die ligierten 
DNA- Fragmente, in die das 
Transposon inseriert ist, in 
Bakterien zu vermehren.
1 Von in einem Raster 
ausgepflanzten RescueMu-
Transposon mutierten Mais-
pflanzen werden Blattproben 
genommen. Die Blattproben 
der Pflanzen jeder Reihe und 
jeder Spalte werden gepoolt. 
46 Reihen
48 Spalten 
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Probe stammte. Samen dieser M2-Pflanzen können bei der Maize Genetics Cooperation 
- Stock Center des Department of Crop Sciences der University of Illinois bestellt 
werden. 
2.14.1 Isolierung von DNA-Sequenzen mit Insertionen des Transposons 
RescueMu 
Um die RescueMu Transposon Insertionsstellen im Genom einer einzelnen Pflanze zu 
charakterisieren, können DNA-Bereiche, die ein Transposon tragen, zu Plasmiden 
zirkularisiert und aufgrund eines Ampicillin und Carbenicillin Resistenzgens und eines 
origin of replication in der Sequenz des Transposons in E. coli vermehrt werden. 
15 µg hochmolekulare genomische DNA (vergleiche 2.3.1) wird mit 70 U BglII 
(Fermentas, St.Leon-Rot) und 140 U BamHI (Fermentas, St.Leon-Rot) in 2 x Buffer 
Tango™ (Fermentas, St.Leon-Rot) 12 h bei 37°C gespalten. Die Restriktion wird über 
Phenol-Chloroform-/Chloroformextraktion aufgereinigt (2.3), durch die Zugabe von 
2 Volumen EtOH gefällt und in H2O resuspendiert. Die Konzentration wird auf 
50 ng µl-1 eingestellt. Um die cohesiven Enden der Restriktionsfragmente zu ligieren, 
gibt man 20 U T4 DNA Ligase mit PEG (Fermentas, St.Leon-Rot) zu und ligiert unter 
den vom Hersteller angegebenen Pufferbedingungen 16 h bei 16°C. Die Ligation wird 
über Phenol-Chloroform-/Chloroformextraktion aufgereinigt, durch die Zugabe von 
2 Volumen EtOH gefällt und in H2O resuspendiert. 3,75 µg der Plasmidmischung 
werden für die Elektroporation (2000 V, 25 µF) einer Reaktion One Shot® GeneHogs® 
ElectrocompTM E. coli Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Genotyp F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) 
endA1 nupG fhuA::IS2 (confers phage T1 resistance)) eingesetzt. Die transformierten 
Zellen werden in SOC-Medium (2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,05 % 
(w/v) NaCl, 20 mM Glucose) 1 h bei 37°C regeneriert und anschließend auf Luria-
Bertani Ampicillin Platten (1,5 % (w/v) Agar, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) 
NaCl, 1 % (w/v) Trypton, 100 µg ml-1) in Verdünnungsreihen ausplattiert. Die 
einzelnen Kolonien können in einer Plasmid Minipräparation angezogen und die 
Plasmide über ein handelsübliches Kit aufgereinigt werden. Über 
Restriktionsspaltungsanalysen werden die Plasmide charakterisiert. Ausgehend von der 
bekannten RescueMu Transposon Sequenz (Datenbanksequenz gi 32140408) können 
die aus dem Maisgenom stammenden Sequenzen der Plasmide sequenziert werden. 
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2.15 Generierung von Adaptorbanken 
Um unbekannte DNA Sequenzen für die Analyse durch PCR und Sequenzierung 
zugänglich zu machen, kann man an die Enden der Sequenzen Adaptoren bekannter 
Sequenz ligieren. 
Über die Erstellung von Adaptorbanken kann man die Sequenzumgebung der 
Insertionsstellen eines Transposons RescueMu in einer Pflanze charakterisieren. Damit 
die mit den Adaptoren versehenen DNA Fragmente nicht zu groß und damit für PCR 
Analysen unzugänglich werden, wird die genomische DNA vor der Adaptorligation mit 
häufig schneidenden Enzymen partiell gespalten. 2,5 µg hochmolekulare genomische 
DNA (vergleiche 2.3.1) wird mit jeweils 40 U, 1 U, ½ U und ¼ U der Enzyme BsuRI 
und HinfI (Fermentas, St.Leon-Rot) in 2 x Buffer Tango™ (Fermentas, St.Leon-Rot) 
1,5 h bei 37°C gespalten. Die Reaktion wird durch Erhitzen der Ansätze auf 75° 
gestoppt. Da für die Adaptorligation doppelsträngige DNA nötig ist, müssen die 
Restriktionsüberhänge der HinfI gespaltenen DNA Fragmente aufgefüllt werden. Man 
gibt 40 µM dNTPs und 2 U Klenow Fragment zu, inkubiert 15 min bei 25°C und stoppt 
die Reaktion durch 20 min Inkubation bei 75°C. Die Ligation der Adaptoren ist nur mit 
einem Adaptordoppelstrang möglich, daher werden je 2 nmol der beiden 
Adaptormoleküle 36 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAC GCG TGG TCG 
ACG GCC CGG GCT GGT-3’ und 328 5’-PO4 ACC AGC CC NH2-3’gemischt und 
30 min bei 80°C inkubiert. Anschließend wird die Temperatur über einen Zeitraum von 
12 h langsam auf RT gesenkt. Für die Ligation wird ein Reaktionsansatz aus 200 ng der 
gespaltenen DNA, 50 µM des doppelsträngigen Adaptors, 24 % (w/v) PEG 6000, 1 U 
T4 DNA Ligase (Fermentas, St.Leon-Rot) und 1 x Reaktionspuffer 12 h bei 16°C 
inkubiert. Die Reaktion wird durch 20 min Erhitzen auf 75°C gestoppt. 
Zur Amplifizierung der adaptorligierten DNA-Restriktionsfragmente wird, wie unter 
2.5.2.2 beschrieben, eine PCR durchgeführt. Die PCR-Produkte werden nach Anleitung 
des Herstellers mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen, 
Karlsruhe) kloniert. Die Plasmide aus den einzelnen Klonen werden, wie unter 2.3.3 
beschrieben, isoliert. Die Länge der zwischen dem Adaptor und einem Teil des 
Transposons RescueMu vorliegenden genomischen Mais-DNA wird durch die unter 
2.5.2.2 beschriebene PCR analysiert. Mit den Plasmiden, die ein PCR-Produkt von 
Interesse beinhalten, wird eine unter 2.5.1.5 beschriebene PCR durchgeführt. Die PCR-
Produkte werden über ein Invisorb Spin PCRapid Kit (Invisorb, Berlin) aufgereinigt 
und ausgehend von den Primern T3 pCR4 5’-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3’ 
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und T7 pCR4 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’, die einem Teil der Sequenz 
des pCR®4-TOPO® Vektors entsprechen, sequenziert. 
2.16 Delta 13C Sichtung einer Maispopulation 
Die Kohlenstoff-Isotopendiskriminierung gegen das schwere Isotop des Kohlenstoffes 
13C stellt einen Parameter zur Identifizierung von Mutanten im C4-Syndrom dar (siehe 
1.3). 
2.16.1 Gewinnung von Blattmaterial zur Analyse des δ13C-Wertes 
Die für die Sichtung nach Abweichungen im δ13C-Wert verwendete 
Mutantenpopulation wird von Prof. Dr. Francesco Salamini, MPIZ Köln, zur Verfügung 
gestellt. Die das Transposon Mu tragenden Linien 94 0817 und 94 0828 (Peter Peterson, 
Iowa State University, USA) wurden im Juli 1999 mit einer kommerziell erhältlichen 
Hybridlinie gekreuzt. Die M1 Samen wurden zur Erzeugung der Population KB 7320 
geselbstet. Die Samen der M2 Pflanzen werden untersucht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.6 Aufbau der δ13C-Sichtung einer Maispopulation 
Dargestellt ist eine Übersicht über den Aufbau der δ13C-Sichtung. Von einer transformierten, 
geselbsteten Einzelpflanze (A) wurden zehn Nachkommen angezogen (B). Von diesen zehn 
Nachkommen wurden drei Pools Blattmaterial von jeweils drei der Nachkommen (C) vereinigt, 
feinvermahlen und auf den δ13C-Gehalt hin überprüft (D). 
Messung des 
δ13C-
Isotopengehaltes
A B C D 
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Die Isotopendiskriminierung von Pflanzen ist stark von den Wachstumsumständen 
abhängig, daher werden von einer M2 Pflanze zehn M3 Nachkommen wie unter 2.2.1 
beschrieben ausgepflanzt. Der Aufbau der Sichtung ist in Abbildung 2.6 schematisch 
zusammengefasst. Um sicherzustellen, dass sich die Pflanzen bezüglich ihres 
Kohlenstoff-Stoffwechsels voll phototroph verhalten und nicht mehr vom Korn versorgt 
werden, werden Blattproben entnommen, nachdem sich fünf voll expandierte Blätter 
entwickelt haben. Von den Nachkommen jeder M2-Pflanze werden drei Pools mit etwa 
0,2 cm2 großen Blattstücken von jeweils drei M3-Einzelpflanzen geerntet. Die Blätter 
werden unmittelbar nach der Ernte für 48 h bei 80°C getrocknet. Die Proben können 
unter trockenen Bedingungen mehrere Jahre gelagert werden. 
Vor der Aufbereitung der Blattproben werden sie erneut für 12 h bei 70°C getrocknet, 
anschließend in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und mit einem tiefgekühlten 
Handmörser feinvermahlen. Das Pulver wird vor der Messung wieder mindestens 12 h 
bei 70°C getrocknet. Für die Messung wird 1 mg bis 2 mg Blattmaterial in eine 
Zinnkartusche (Hekatech, Wegberg) abgefüllt. 
2.16.2 Massenspektrometrische Analysen zur Bestimmung des δ13C-Wertes 
Die Massenspektrometrie ist ein Analyseverfahren zur Bestimmung von chemischen 
Elementen, Molekülmassen und Massenfragmenten. Für einen Analyten wird die 
Häufigkeit, mit der Ionen und deren Massenfragmente auftreten, bestimmt. Der 
qualitative und quantitative Nachweis sehr kleiner Substanzmengen ist möglich. 
Die massenspektrometrischen Analysen zur Bestimmung des δ13C-Wertes werden vom 
Isolab, Forschungszentrum Jülich, Jülich bzw. der agroisolab GmbH, Jülich 
durchgeführt. 
2.17 RNA interference 
Als RNA interference (RNAi) bezeichnet man das durch doppelsträngige RNA (double 
stranded RNA, dsRNA) induzierte posttranskriptionale Silencing von Genen (post 
transcriptional gene silencing, PTGS). Beim PTGS wird das Transkript eines Gens 
gebildet, aber, da es schnell degradiert wird, nicht angehäuft (Hamilton und Baulcombe, 
1999; Napoli et al., 1990). RNAi kann durch kleine Mengen dsRNA ausgelöst werden 
(Fire et al., 1998). dsRNA wird von der Zelle erkannt und durch das Enzym Dicer, ein 
Mitglied der RNAse III Familie, in 21 bp bis 23 bp große Fragmente, die small 
interfering RNAs (siRNA), gespalten (Elbashir et al., 2001a). siRNAs werden in einen 
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RNA-Protein-Komplex, den RNA induced silencing complex (RISC), eingebaut. Ein 
RISC wird aktiviert, indem der sense Strang der siRNA entfernt wird. Der antisense 
Strang der siRNA leitet den RISC zu homologer endogener mRNA. RISC bindet 
homologe mRNA und spaltet diese etwa 12 Nukleotide vom 3’-Ende der siRNA 
entfernt (Elbashir et al., 2001b). Durch die Transkription dsRNA und die Aktivierung 
von PTGS in einer Pflanze kann die Translation von Genen gezielt verhindert werden. 
2.17.1 Vektoren 
Über einen geeigneten Vektor, bei dessen Transkription dsRNA entsteht, kann RNAi in 
Pflanzen induziert werden. Um RNAi in einer Maispflanze zu induzieren und dauerhaft 
aufrecht zu erhalten, muss eine dsRNA Sequenz, die einem Teil des zu silencenden 
Gens entspricht, kontinuierlich exprimiert werden. Als Transformationsvektor dient der 
unter 2.17.1.2 beschriebene Vektor pUAMBN, der auf der Gateway TechnologieTM von 
Invitrogen (Invitrogen, Karlsruhe) basiert. 
2.17.1.1 Vektor pENTR/SD/D-TOPO® 
PCR-Produkte (2.5.1.3.1, 2.5.1.3.2), die durch Rekombination in den Zielvektor 
pUAMBN (2.17.1.2) eingebaut werden sollten, wurden mit dem pENTR/SD/D-TOPO® 
Cloning Kit with One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, 
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers kloniert und anschließend zur Überprüfung 
sequenziert. 
2.17.1.2 Vektor pUAMBN 
Bei dem zur Transformation von Maispflanzen durch Goldpartikelbombardement 
(2.17.7) verwendeten, in Abbildung 2.7 dargestellten, Vektor pUAMBN handelt es sich 
um einen Pflanzentransformationsvektor, der auf der GatewaytechnologieTM von 
Invitrogen basiert. Die zwischen den Erkennungsregionen attR1 und attR2 liegenden 
Sequenzen können durch Rekombination mit Sequenzen eines Vektors, der die 
komplementären Erkennungssequenzen attL1 und attL2 besitzt, ausgetauscht werden. 
Der Vektor ist so konzipiert, dass zwei identische Sequenzmotive durch ein in Mais 
(Zea mays) spleißbares Intron getrennt in entgegen gesetzter Richtung eingebaut werden 
können. Die Transkription dieser Gesamtsequenz wird durch einen Ubiquitinpromotor 
reguliert. Als Transkriptionsprodukt entsteht dsRNA. Der Vektor dient der Induktion 
von RNAi (2.17). Zur Vervielfältigung in einem bakteriellen System besitzt der Vektor 
einen origin of replication (ori). Der Vektor enthält eine Sequenz für das cell division or 
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death B Protein (ccdB), das die E. coli DNA-Gyrase stört und so das Wachstum der 
meisten E. coli Stämme inhibiert. Der Vektor kann daher nur in E. coli Zellen des 
Stammes DB3.1, der die Gyrasemutation gyrA462 enthält und so Wachstum auch in 
Anwesenheit von ccdB ermöglicht, vermehrt werden (Bernard et al., 1993; Chandler 
und Hardeman, 1992; Miki et al., 1992). Der Vektor wurde von Marko Miklis und Paul 
Schulze-Lefert vom Max Planck Institut für Züchtungsforschung in Köln zur Verfügung 
gestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.7 Kartierung des Vektors pUAMBN 
Dargestellt ist eine Kartierung des Vectors pUAMBN. Primerpositionen zur Analyse des Vektors 
sind durch blau umrandete Pfeile dargestellt. nos = nos Terminator; bla = Beta-Lactamase Gen; ColEI 
ori = origin of replication aus E. coli; attR1 = Attachement-Site R1; CmR = Chloramphenicol 
Resistenz; ccdB = Selektionsmarker (2.17.1.2); attR2 = Attachement-Site R2, Mla1 = Intron Mildew 
Resistance Gene a1; ? Primer 658; ?Primer 659 (2.5.1.3.3, 2.5.1.3.4). 
Um Sequenzen zur Induzierung von RNAi in Maispflanzen richtig in den pUAMBN-
Vektor einzubauen, wird mit einem pENTR/SD/D-TOPO® Vektor, der die gewünschte 
Sequenz trägt (2.17.1.1, 2.5.1.3.1, 2.5.1.3.2), mit dem PCR Cloning System with 
Gateway® Technology with pDONR™221 Kit nach Herstellerangaben eine LR-
Rekombinationsreaktion durchgeführt. Durch die Rekombinationsreaktion wird das 
ccdB-Protein auf den pENTR/SD/D-TOPO® Vektor übertragen, während die dort 
eingebaute Sequenz in den pUAMBN Vektor wechselt. Da der zur Transformation 
genutzte Stamm ccdB sensitiv ist, entstehen nur Klone, die den gewünschten Vektor 
tragen. Die erhaltenen Derivate des pUAMBN-Vektors werden, bevor sie zur 
Pflanzentransformation (2.17.7) eingesetzt werden, über Sequenzierung kontrolliert. 
nos
bla
ColEI 
ori 
Ubiquitin 
Promotor 
?attR1
CmR 
ccdB 
attR2 
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attR2 ccdB 
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2.17.2 Präparation von Maisembryos für die Initiierung von Kalluskulturen 
Um stabile Maiskalluskulturen zu etablieren, werden Maiskolben von Hi II Pflanzen 
A188xB73, (Armstrong und Green, 1985; Armstrong et al., 1991) 10 - 13 Tage nach der 
Bestäubung geerntet. 1 cm der Spitze des Maiskolbens wird abgeschnitten. Man 
sterilisiert den Maiskolben durch 20 min Inkubation in einer 5,25 % (v/v) 
Hypochloritlösung, dabei muss der Kolben von Zeit zu Zeit bewegt werden, damit die 
Hypochloritlösung alle Teile des Kolbens umspült. Nach der Sterilisation wird der 
Kolben dreimal in sterilem H2O gewaschen. In einer sterilen Petrischale werden von 
den Maiskörnern 2 mm der Spitze mit einem sterilen Skalpell abgeschnitten. Man 
schiebt das schmale Ende eines Spatels zwischen das Endosperm und das Pericarp auf 
der basipetalen Seite eines Korns, um das Endosperm aus der Samenhülle zu schälen. 
Dadurch wird der Embryo, der auf der oberen Seite des Endosperms positioniert ist, 
freigelegt, ohne dass er beschädigt wird. Der Embryo wird mit einem Spatel vorsichtig 
mit dem Scutellum nach unten in eine Petrischale mit N6E Medium pH 5,8 (4 g l-1 N6 
Salz (Chu et al., 1975), 2 mg l-1 2,4-D, 100 mg l-1 Myoinisitol, 2,76 g l-1 Proline, 30 g l-1 
Saccharose, 100 mg l-1 Caseinhydrolysat, 2,5 g l-1 Gelrite (Rule und Alexander, 1986; 
Shungu et al., 1983), 25 µM Silbernitrat in 1 x N6 Vitaminlösung) ausplattiert. Die 
Petrischale wird mit luftdurchlässigem MicroporeTM (3M Health care, Neuss) 
verschlossen und zwei Wochen bei 28°C im Dunklen inkubiert (Songstad et al., 1996). 
Die Präparation der Maisembryos wurde mit der Unterstützung von Thomas 
Rademacher, Biologie VII der RWTH Aachen, durchgeführt. 
2.17.3 Vorbereitung von Type II Kalluskulturen für Goldpartikelbombardement 
Um Maiskalluskulturen auf eine Transformation durch Partikelbombardement 
vorzubereiten (2.17.7), werden die unter 2.17.2 beschriebenen Kalli nach zwei Wochen 
Wachstum auf frische N6E Medium Platten (2.17.2) übertragen. Die Petrischalen 
werden mit MicroporeTM verschlossen und zwei Wochen bei 28°C im Dunklen 
inkubiert. Die Kalluskulturen werden über sechs bis acht Wochen wöchentlich auf 
frisches N6E Medium umgesetzt, bevor sie transformiert werden können. Nach vier 
Monaten müssen die Kalluskulturen verworfen werden. 
2.17.4 Vorbereitung von Goldpartikeln für Partikelbombardement 
Für die Transformation von Maiskalli durch Partikelbombardement werden 
Goldpartikel einer Größe zwischen 0,7 und 0,9 µm verwendet (Frame et al., 2000). 
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15 mg Goldpartikel (BioRad, München) werden mit 100 µl 100 % EtOH in einem 
Ultraschallwasserbad 15 sec gemischt. Die Goldpartikel werden durch Zentrifugieren 
(1 min, 1000 x g, 4°C) pelletiert, mit 1 ml 4°C kaltem H2O gespült und anschließend 
erneut durch Zentrifugieren (1 min, 1000 x g, 4°C) pelletiert. Dieser Waschschritt wird 
dreimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt werden die Goldpartikel durch 
Zentrifugieren pelletiert (15 sec, 2800 x g, 4°C) und anschließend in 250 µl H2O 
resuspendiert. Die Suspension wird in einem Ultraschallwasserbad 15 sec 
homogenisiert und anschließend sofort, bis zum Aufteilen in geeignete Aliquots, auf 
einem Vortext geschüttelt. Nach dem Aliquotieren können die gewaschenen 
Goldpartikel bei -20°C gelagert werden. 
2.17.5 Beschichtung von Goldpartikeln mit DNA 
Um Maiskalli (2.17.2, 2.17.3) mit einem Vektor durch Partikelbombardement 
transformieren zu können, muss der Vektor auf Goldpartikeln fixiert werden. Der zu 
transformierende Vektor wird in einem molaren Verhältnis von 3:1 mit 2 µg eines 
Vektors mit einem selektierbaren Marker gemischt. Die Konzentration der Vektoren 
sollte so gewählt sein, dass das Volumen des Vektorgemisches 5 µl nicht übersteigt. 
Man mischt 45 µl PBS HCl pH 7,4 (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 
2 mM KH2PO4) und 1 mg der gewaschenen Goldpartikel (2.17.4). Unter ständigem 
Vortexen gibt man so langsam wie möglich 50 µl 0,1 M Spermidin (freie Base) und 
anschließend 50 µl 2,5 M CaCl2 zu und vortext für weitere 10 min. Die Goldpartikel 
werden durch Zentrifugation (15 sec, 2800 x g, 4°C) pelletiert und der Überstand wird 
verworfen. Die beschichteten Goldpartikel werden zweimal durch Vortexen mit 200 µl 
eiskaltem 100 % EtOH gewaschen. Zwischen und nach den Waschschritten werden die 
Goldpartikel durch Zentrifugation (15 sec, 2800 x g, 4°C) pelletiert. Man nimmt die 
Goldpartikel in 1 ml 100 % EtOH auf. Sie können bei -20°C gelagert werden (Sanford 
et al., 1993). 
Es werden die unter 2.17.1 beschriebenen Vektoren pUAMBN DOF1 und pUAMBN 
DOF2 transformiert. Als Resistenzvektor dient der Vektor C20, der eine Basta-
Resistenz trägt, die unter der Regulation des Ubiquitinpromotors steht. Basta ist ein 
Pflanzenvernichtungsmittel. Der Wirkstoff Phosphinothricin (Glufosinatammonium) ist 
ein Blattherbizid. Das Enzym Phosphinothricinacetyltransferase des Pilzes 
Streptomyces viridochromogenes inaktiviert den Wirkstoff. Um ein molares Verhältnis 
von 3:1 zwischen den Transformationsvektoren und dem Resistenzvektor zu erreichen, 
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werden 5 µg der etwa 6800 bp großen Transformationsvektoren und 2 µg des etwa 
6000 bp großen Vektors C20 für das Coating der Goldpartikel eingesetzt. 
2.17.6 Beladen von Macrocarriern für Partikelbombardement 
Um Goldpartikel auf Maiskalli schießen zu können, müssen sie auf einem Macrocarrier 
immobilisiert werden. Dazu werden Macrocarrier (BioRad, München) durch 10 min 
Inkubieren in 70 % EtOH sterilisiert. 80 µl einer Suspension aus 100 % EtOH und 
einem Aliquot beladener Goldpartikel (2.17.5) werden unter sterilen Bedingungen auf 
einen Macrocarrier aufgeträufelt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Fläche, auf der 
sich die beladenen Goldpartikel verteilen, möglichst klein ist. Nach dem Beladen der 
Macrocarrier lässt man das EtOH verdunsten. 
2.17.7 Goldpartikelbombardement von Maiskalluskulturen 
Bei einem Partikelbombardement wird in der Kammer der verwendeten Apparatur, in 
der sich die Probe befindet, ein Vakuum gebildet, während in einem durch eine Rapture 
Disk abgetrennten Bereich durch die Einleitung von Helium Druck aufgebaut wird 
(Sanford et al., 1991). Wird der durch die Rapture Disk vorgegebene Druck 
überschritten, bricht die Rapture Disk und ein mit DNA beschichteten Goldpartikeln 
überzogener Macrocarrier (2.17.6) wird auf einen Stoppingscreen geschleudert. Der 
Stoppingscreen bremst den Macrocarrier abrupt ab, während die darauf immobilisierten 
Goldpartikel durch den Stoppingscreen hindurch geschleudert werden und auf die zu 
transformierende Pflanze treffen. Treffen die Goldpartikel den Zellkern einer Zelle, 
kann sich die DNA, mit der der Goldpartikel beschichtet ist, in das Genom integrieren 
(Christou, 1992; Klein et al., 1992). 
Vier Stunden vor der Transformation werden pro Transformationsversuch etwa 30 der 
unter 2.17.2 und 2.17.3 beschriebenen Maiskalli auf feuchtes Whatman-4-Papier, 
platziert auf N6 Osmotic Medium pH 5,8 (4 g l-1 N6 Salz, 2 mg l-1 2,4-D, 100 mg l-1 
Myoinisitol, 0,69 g l-1 Proline, 30 g l-1 Saccharose, 100 mg l-1 Caseinhydrolysat, 36,4 g 
l-1 Sorbitol, 36,4 g l-1 Manitol, 2,5 g l-1 Gelrite, 25 µM Silbernitrat in 1 x N6 
Vitaminlösung) umgesetzt (Vain et al., 1993). Die verwendete Apparatur für das 
Partikelbombardement (PDS-1000/He Biolistic® Particel Delivery System, BioRad, 
München) wird wie vom Hersteller angegeben mit Rapture Disk (900 psi, BioRad, 
München), Macrocarrier (2.17.6) und Stoppingscreen (BioRad, München) bestückt. Der 
Abstand zwischen Rapture Disk und Macrocarrier beträgt 6 mm, der Abstand zu den zu 
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transformierenden Maiskalli 6 cm. Der Stoppingscreen besitzt eine Größe von 1 cm. 
Das Vakuum in der Apparatur beträgt etwa 27 mm Quecksilbersäule. Die 
transformierten Maiskalli werden nach 4 h mit dem Whatman-4-Papier auf Petrischalen 
mit N6E Medium (2.17.2) übertragen. Die Petrischalen werden mit MicroporeTM 
verschlossen und bei 28°C im Dunklen inkubiert (siehe 2.17.8). 
2.17.8 Selektion stabiler Transformanden 
Die transformierten Maiskalli (2.17.7) werden sieben bis zehn Tage auf N6E Medium 
regeneriert und anschließend auf Petrischalen mit N6S Selektionsmedium (4 g l-1 N6 
Salz, 2 mg l-1 2,4-D, 100 mg l-1 Myoinisitol, 30 g l-1 Saccharose, 2,5 g l-1 Gelrite, 
2 mg l-1 Basta (Aventis, Bad Soden), 5 µM Silbernitrat in 1 x N6 Vitaminlösung) 
übertragen, um die Regeneration der Pflanzen einzuleiten. Die Petrischalen werden mit 
MicroporeTM verschlossen und bei 28°C im Dunklen inkubiert. Die Maiskalli werden in 
einem Abstand von drei Wochen auf frisches N6S Selektionsmedium umgesetzt. Nach 
etwa sechs bis acht Wochen sollten sich die transformierten Maiskalli deutlich 
regeneriert haben (Spencer et al., 1990). 
2.17.9 Regeneration von transgenen Maispflanzen aus Maiskalli 
Etwa 4 mm große regenerierte Teile selektierter Maiskalli werden auf Petrischalen mit 
Regenerationsmedium I pH 5,8 (4,3 g l-1 MS Salz (Murashige und Skoog, 1962), 
100 mg l-1 Myoinisitol, 60 g l-1 Saccharose, 3 g l-1 Gelrite, 3 g l-1 Basta in 1 ml MS 
Vitaminlösung) umgesetzt, mit MicroporeTM verschlossen und zwei bis drei Wochen bei 
25°C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei bis drei Wochen werden die regenerierten 
Pflanzen zum Keimen auf Petrischalen mit Regenerationsmedium II pH 5,8 (4,3 g l-1 
MS Salz, 100 mg l-1 Myoinisitol, 30 g l-1 Saccharose, 3 g l-1 Gelrite in 1 ml MS 
Vitaminlösung) ausgelegt. Erneut werden die Platten mit MicroporeTM verschlossen und 
bei 25°C inkubiert. Die Pflanzen werden danach ins Licht gestellt. Dabei sollte eine 
Photonen-Flux-Dichte von 50 µmol m-2 s-1 nicht überschritten werden. Unter diesen 
Bedingungen sollten die Pflanzen Wurzeln und Blätter ausbilden. Wenn die Pflanzen 
deutlich Blätter ausgebildet haben, werden sie in etwa 15 cm hohe verschließbare 
Gefäße mit Regenerationsmedium II pH 5,8 umgesetzt und bei 25°C inkubiert. Sind 
auch diese Gefäße zu klein für die sich entwickelnden Pflanzen, werden sie in kleine 
Töpfe mit ED 73 Einheitserde im Verhältnis 1:4 mit Sand gemischt umgesetzt. Die Erde 
wird nur leicht angefeuchtet, die Pflanzen müssen 2 Wochen bei 100 % Luftfeuchtigkeit 
MATERIAL UND METHODEN 61
 
 
gehalten werden, anschließend kann die Luftfeuchtigkeit langsam auf normale 
Bedingungen reduziert werden. Die Photonen-Flux-Dichte wird schrittweise auf 
mindestens 300 µmol m-2 s-1 erhöht. 
2.18 Mikroskopische Methoden 
Zur umfassenden, phänotypischen Beschreibung einer Pflanze gehört eine 
mikroskopische Beurteilung der Blattgewebe. Für eine gute mikroskopische Darstellung 
von Blattgeweben sollten die verwendeten Blattschnitte nicht dicker als 10 µm sein. Zur 
Härtung des Gewebes und zur Struktur- und Formerhaltung der Zellen werden 
Blattgewebeproben vor dem Schneiden fixiert. 
2.18.1 Mikroskopieren paraffineingebetteter Blattproben 
2.18.1.1 Gewebefixierung und Gewebeeinbettung in Paraffin 
Für die Fixierung der Blattstrukturen wird ein Fixativ, das für jede Fixierung frisch 
angesetzt werden muss, benötigt. Zur Herstellung des Fixativs erhitzt man PBS-Puffer 
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) NaOH pH 11 auf 
70°C und löst 4 % (w/v) Paraformaldehyd. Nach dem Abkühlen der Lösung auf 4°C 
stellt man den pH-Wert mit konzentrierter H2SO4 auf pH 7 ein und gibt 0,03 % (v/v) 
Tween 20 zu. Etwa 1 cm breite Blattstücke werden in einem Vakuumexsikkator mit 
dem Fixativ infiltriert. Nach dem Wechsel des Fixativs inkubiert man über Nacht bei 
4°C. Nachdem die Proben in PBS-Puffer gewaschen wurden, werden sie nacheinander 
jeweils 90 min bei 4°C in 30 % (v/v) EtOH, 50 % (v/v) EtOH, 70 % (v/v) EtOH, 85 % 
(v/v) EtOH und 90 % (v/v) EtOH mit 0,1 % (w/v) Eosin Y inkubiert. Eosin Y dient der 
Übersichtsfärbung, es wird regressiv gefärbt und anschließend differenziert. Man 
inkubiert das Blattmaterial 12 h bei 4°C in 96 % (v/v) EtOH und 0,1 % (w/v) Eosin Y. 
Zum Austausch des EtOH gegen Xylolersatz inkubiert man nacheinander jeweils 
60 min bei RT in 96 % (v/v) EtOH, 3:1 96 % (v/v) EtOH : Xylolersatz XEM-200 
(Vogel, Giessen), 1:1 96 % (v/v) EtOH : Xylolersatz XEM-200, 1:3 96 % (v/v) EtOH : 
Xylolersatz XEM-200 und zweimal in 100 % Xylolersatz XEM-200. Um die Proben in 
Paraffin einzubetten, werden sie 12 h in 1:1 Xylolersatz XEM-200 : Histowax (Jung 
HistoService, Nussloch) bei 50°C inkubiert. Man tauscht das Xylolersatz XEM-200-
Histowax-Gemisch durch Histowax aus und inkubiert zweimal 12 h bei 60°C. Die 
Fixierung wird beendet, indem die Proben in frischem Histowax eingebettet werden. 
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2.18.1.2 Schneiden und Mikroskopieren von paraffineingebetteten Blattproben 
Nach dem Fixieren und Einbetten einer Blattprobe in Paraffin können von den Proben 
feinste Schnitte anfertigt werden. Zum Anfertigen von Paraffinschnitten einer Stärke 
von 10 µm wird ein Mikrotom verwendet. Beim Schneiden schiebt sich der Schnitt auf 
das Messer des Mikrotoms. Um einen Schnitt auf einen Objektträger zu überführen, 
wird er mit einem angefeuchteten Pinsel abgehoben und in ein Warmwasserbad mit 
einer Temperatur von etwa 37°C übertragen. Hierdurch wird der Schnitt gestreckt und 
von Falten befreit. Schnitte werden auf einen sauberen und fettfreien Objektträger 
aufgezogen, indem man den Objektträger so tief und schräg in das Wasserbad hält, dass 
der Schnitt an der gewünschten Stelle haftet. Der Objektträger wird zum Trocknen und 
zur besseren Haftung eines Schnittes auf dem Objektträger 12h in einem 37°C warmen 
Brutschrank inkubiert. Nach dem Trocknen werden die Schnitte in Xylol entparaffiniert. 
Um einen Schnitt dauerhaft zu konservieren, gibt wird eine kleine Menge Eindeckmittel 
(Kanadabalsam, Merck, Darmstadt) auf das Präparat gegeben, anschließend wird es mit 
einem Deckglas versiegelt. Nach dem Aushärten des Eindeckmittels können die Proben 
mikroskopiert werden. 
2.18.2 Gewebefixierung und Gewebeeinbettung in Epoxydharz 
Blattproben für die Fixierung für elektronenmikroskopische Untersuchungen sollten ein 
Volumen von 1 mm3 nicht übersteigen. Die Blattproben werden über Nacht bei 4°C in 
einem Fixativ aus 2 % Paraformaldehyd und 2,5 % Glutaraldehyd in PBS-Puffer 
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) inkubiert. Sie werden 
mindestens 5 mal 15 min in PBS-Puffer gewaschen. Zur Kontrastverstärkung 
osmifiziert man die Proben, indem man sie 3 h bei 4°C in 1 % (w/v) Osmiumtetraoxid 
in PBS-Puffer mit 0,8 % Kaliumcyanoferrat (KFeCN) (w/v) inkubiert, anschließend 
wäscht man mindestens 5 mal 15 min in PBS-Puffer. Um das in den Blattproben 
enthaltene Wasser gegen Aceton auszutauschen, inkubiert man nacheinander bei 4°C 10 
min in 50 % Aceton, 2 mal 10 min in 70 % Aceton, 3 mal 10 min in 90 % Aceton, 3 mal 
10 min in 96 % Aceton und 3 mal 15 min in 100 % Aceton. Um die Proben einzubetten, 
inkubiert man sie nacheinander je 3 h in 1:3 Aceton : Epoxydharz ERL (Epoxy Resin 
Low Viscosity) nach Spurr (Spurr, 1969), 2:2 Aceton : Epoxydharz ERL, 3:1 Aceton : 
Epoxydharz ERL und anschließend zweimal 12 h in Epoxydharz ERL. Nach der 
Infiltration der Proben werden diese in Einbettungsgefäße überführt und zwei Tage bei 
60°C polymerisiert. Die Proben können mit einem Mikrotom geschnitten werden. 
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2.19 Quantifizierung von Bildsignalen 
Um definierte Anteile komplexer Molekülgemische nach der Auftrennung über 
Gelelektrophorese oder Dünnschichtchromatographie quantitativ bestimmen zu können, 
wird die Bildanalysesoftware Advanced Image Data Analyzer Software V3.11.002 
(AIDA, Raytest, Straubenhardt) eingesetzt. Die Software ermöglicht die Analyse von 
digitalen Bildern und die Unterscheidung der Intensität definierter Bildsignale. 
2.19.1 Quantifizierung von RNA-Signalen ethidiumbromidvermittelter 
Fluoreszenz 
Um die Mengenverhältnisse von RNA-Proben verschiedener RNA-Präparationen 
(2.3.2) bestimmen zu können, werden die Präparationen gelelektrophoretisch 
aufgetrennt (1 % (w/v) Agarosegel in 1x TBE-Puffer, 0,000025 % (v/v) 
Ethidiumbromid, 180 V, 1,5 h). Die ethidiumbromidvermittelte Fluoreszenz der 
Gesamt-RNA-Proben wird über einen Fluoreszenzscanner aufgenommen (Fuji 
Fluoreszenzscanner FLA-3000, Image Reader FLA 3000 Version 1.12, Fuji, 
Düsseldorf; Sample Mode: Fluor. 473 nm Filter O580, Gradation 65536 (16 Bit), 
Resolution 50, Sensitivity F100, Latitude 5). Das erhaltene Bild wird über AIDA 
densitometrisch ausgewertet. Um die einzelnen Proben aufeinander zu beziehen, wird 
nur die Intensität der rRNA-Banden gemessen, da davon auszugehen ist, dass der 
rRNA-Gehalt verschiedener Pflanzen gleichen Alters vergleichbar ist. Dazu wird bei 
allen Proben die Signalintensität eines Bereiches konstanter Größe bestimmt, die die 
rRNA-Banden beinhaltet. Der Wert des rRNA Signals der stärksten Intensität (Integral 
[PSL] wird als eins gesetzt, die Werte der anderen Signale werden im ursprünglichen 
Werteverhältnis darauf bezogen. 
2.19.2 Quantifizierung von Elementen einer Autoradiographie 
Um die Mengenverhältnisse von primären Metaboliten nach Inkubation von 
Maisblättern (Zea mays) mit 14CO2 (2.9) bestimmen zu können, wird eine 
Dünnschichtchromatographie der Proben auf einer Phosphoimagerplatte 
(Phosphoimagerplatte MS 20080020, Raytest, Straubenhardt) exponiert. Eine 
Phosphoimagerplatte besitzt eine Beschichtung aus BaFBr:Eu-Kristallen, die durch 
ionische Strahlung, wie die des Isotops 14C, in einen angeregten aber stabilen Zustand 
versetzt werden können. Nach erfolgter Exposition (12 h) wird die Phosphoimagerplatte 
in einem Fluoreszenzscanner (Fuji Fluoreszenzscanner FLA-3000, Image Reader FLA 
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3000 Version 1.12 Fuji, Düsseldorf; Sample Mode: IP, Gradation 65536 (16 Bit), 
Resolution 50, Sensitivity S4000, Latitude 5) mit einem Laser abgetastet, wobei die 
angeregten Kristalle in einen instabilen Zustand überführt werden und unter Abgabe 
von Licht in ihren Grundzustand zurückfallen. Die abgegebene Lichtmenge wird 
registriert und über AIDA densitometrisch ausgewertet. Das System ermöglicht es, sehr 
starke und sehr schwache Signale gleichzeitig zu erfassen und dabei Verhältnisse der 
Intensitäten genau zu quantifizieren (Johnston et al., 1990; Reichert et al., 1992). Zur 
Quantifizierung der Signale werden die Bildbereiche der verschiedenen Proben, die das 
zu quantifizierende Metabolit einfassen, mit AIDA analysiert. Der Wert des Signals der 
stärksten Intensität (Integral [PSL]) wird als eins gesetzt, die Werte der anderen Signale 
werden im ursprünglichen Werteverhältnis darauf bezogen. 
2.19.3 Quantifizierung von Coomassie Brilliant Blue angefärbten Proteinbanden 
Um die Mengenverhältnisse verschiedener Proteine einer Proteinextraktion bestimmen 
zu können, werden die Proteinrohextrakte (2.8.1) in einer vertikalen, 
diskontinuierlichen, denaturierenden Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) in Gegenwart eines 
Überschusses Natriumdodecylsulfat (SDS) elektrophoretisch in Lämmli-Gelen 
aufgetrennt (5 % (w/v) Sammelgel, 10 % (w/v) Trenngel, 90 V, 2 h). Um die 
aufgetrennten Proteinbanden sichtbar zu machen, inkubiert man die Gele 30 min in 
Coomassie-Färbelösung (0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 10 % (v/v) 
Eisessig, 30 % (v/v) Methanol) und entfärbt anschließend den Hintergrund durch 
Inkubation in Coomassie-Fixierlösung (10 % (v/v) Eisessig, 30 % (v/v) Methanol). Die 
Coomassie Brilliant Blue gefärbten Proteinbanden werden mit einem 
Durchlichtphotodokumentationssystem digitalisiert. Das erhaltene Bild wird über AIDA 
densitometrisch ausgewertet. Um verschiedene Proteinbanden aufeinander beziehen zu 
können, wird die Signalintensität jeder Proteinbande mit einem Analysebereich, der für 
alle Banden dieselbe Größe besitzt, bestimmt. Die aufeinander zu beziehenden Signale 
werden durch die Summe der beiden Signale geteilt. Bei der Quantifizierung von 
Coomassie Brilliant Blue angefärbten Proteinbanden ist darauf zu achten, dass die 
Signale in einem für die Analysesoftware auswertbaren linearen Bereich liegen. Unter 
den gegebenen Bedingungen sollten in die SDS-Gelelektrophorese zwischen 2 µg und 
8 µg Gesamtprotein eingesetzt werden. 
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2.20 Statistische Formeln 
2.20.1 Mittelwert 
Als Mittelwert bezeichnet man verschiedene mathematisch definierte statistische 
Kenngrößen, die sich aus einer Reihe von Messwerten (beispielsweise einer Stichprobe) 
berechnen lassen. Aufgabe des Mittelwertes ist es, Aufschluss über den 
Durchschnittswert vorliegender Werte zu geben. Im Folgenden seien x1, x2, .... xn 
gegebene Messwerte, deren arithmetischer Mittelwert berechnet werden soll. So gilt: 
∑
−
=
n
i
icharithmetis xn
x
1
1  
mit x , arithmetischer Mittelwert; xi, Einzelmesswert; n, Umfang der Grundgesamtheit 
2.20.2 Standardabweichung 
Die Standardabweichung ist eine Maßzahl der Streuung. Wird in der Statistik eine 
Auswertung über eine Menge von Werten benötigt, gibt die Standardabweichung ein 
sinnvolles Maß für die Streuung um den arithmetischen Mittelwert an. Im Folgenden 
seien x1, x2, .... xn gegebene Messwerte, deren Mittelwert berechnet werden soll, so gilt: 
∑
−
−=
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i
i xxn 1
2)(1σ  
mit σ, Standardabweichung; x , arithmetischer Mittelwert; xi, Einzelmesswert; n, Umfang der 
Grundgesamtheit 
2.20.3 Fischer-Yates-Test (Fisher-Irwin-Test) 
Um die Frage zu beantworten, ob zwei beobachtete Verteilungen von Alternativdaten 
soweit übereinstimmen, dass sie als Zufallsstichproben aus ein und derselben 
Population von Merkmalsalternativen gedacht werden können, wird ein Anpassungstest 
verwendet. Ein Anpassungstest prüft die Verträglichkeit experimenteller Daten mit 
einer erwarteten Verteilungsform. Mit dem Fischer-Yates-Test lässt sich eine 
Vierfelderverteilung prüfen, auch wenn die Stichprobe und damit die erwarteten und 
beobachteten Häufigkeiten klein sind (Fisher, 1934; Yates, 1934). Der Fischer-Yates-
Test ist eine Sonderform des χ2-Test, und insofern ein Anpassungstest. Mit Hilfe der 
hypergeometrischen Verteilung, die für diskrete Variablen definiert ist, kann man exakt 
die Wahrscheinlichkeit p bestimmen, mit der bei gegebenen univariaten 
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Randverteilungen eine bestimmte Häufigkeitsverteilung in den vier Feldern der Tabelle 
auftritt. Die Überschreitungswahrscheinlichkeit p berechnet sich aus: 
!!!!!
)!()!()!()!(
dcbaN
dbcadcbap ++++=  
mit N, Stichprobenumfang; p, Überschreitungswahrscheinlichkeit; a, Frequenz a; b, Frequenz b; c, 
Frequenz c; d, Frequenz d; zur Verdeutlichung der Kombination der verschiedenen Frequenzen siehe 
Abbildung 2.8 
Um den exakten Vierfeldertest anzuwenden, müssen die vier Frequenzen so angeordnet 
werden, dass (a + b) ≥ (c + d), was nötigenfalls durch das Vertauschen der Zeilen 
erfolgt, und dass a/(a + b) ≥ c/(c + d), was durch Vertauschen der Spalten erfolgt 
(Lienert, 1975). Die Vergleichswerte der Überschreitungswahrscheinlichkeit p zum 
Testen einer gewählten Hypothese sind dem Tabellenwerk nach Bradley (Bradley, 
1968) aus Lienert (Lienert, 1975) entnommen. Einer allgemein gültigen Konvention 
entsprechend wird ein Wert p ≥ 0,05 zum Beleg der Übereinstimmung von 
Beobachtung und Erwartung verlangt. 
 
Merkmalalternative 
 positive 
Merkmalsausprägung 
negative 
Merkmalsausprägung 
Zeilensumme 
Stichprobe 1 a b a + b = N1 
Stichprobe 2 c d c + d = N2 
Spaltensumme a + c = M+ b + d = M- N1 + N2 = N 
 
Abbildung 2.8 Vierfeldertest nach Fisher-Yates (Fisher-Irwin) 
Die Abbildung zeigt das Schema eines Vierfelder-Tests nach Fisher-Yates. Mit dem Fisher-Yates-
Test kann man die Frage beantworten, ob zwei beobachtete Verteilungen von Alternativdaten soweit 
übereinstimmen, dass sie als Zufallsstichproben aus ein und derselben Population von 
Merkmalsalternativen gedacht werden können, auch wenn der Umfang der Grundgesamtheit kleiner 
als 30 ist. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Identifizierung und Analyse von Maispflanzen mit 
Transposoninsertion in der Dof1 Gensequenz 
Einige Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass DOF1 in der Kontrolle der C4-
typischen Genexpression eine wesentliche Rolle spielt (Yanagisawa und Sheen, 1998). 
Um eine Maismutante mit einem Defekt im Dof1 Gen zu identifizieren, wurde die 
Sichtung einer Mutantenpopulation durchgeführt. Die Auswirkungen des Gendefektes 
wurden anhand einer identifizierten Mutante untersucht. 
3.1.1 PCR Sichtung der Grid G Plasmidbibliothek 
Das „NSF Project Maize Gene Discovery, DNA Sequencing and Phenotypic Analysis“ 
stellt Plasmidbibliotheken zur Verfügung, die die Vielfalt germinaler und somatischer 
Insertionsbereiche des Transposons RescueMu in einer begrenzten Maispopulation 
repräsentieren (2.14). Die Plasmide tragen neben der Sequenz des Transposons die 
Sequenz der Umgebung des Insertionsortes des Transposons in der DNA der 
Maispflanzen. Durch die Organisation der Plasmidbibliotheken ist jedes Plasmid in 
zwei verschiedenen Trögen einer Multititerplatte vertreten. Dadurch lässt sich jede 
repräsentierte Transposoninsertion eindeutig bis zu der Pflanze zurückverfolgen, in der 
sie vorlag. Samen aus der Selbstung jeder Pflanze sind erhältlich. 
Die Plasmidbibliothek Grid G wurde durch PCR auf das Vorliegen eines Plasmids, das 
eine Insertion der Transposons RescueMu in die genomische Sequenz des 
Transkriptionsfaktors DOF1 zeigt, gesichtet. Zu Beginn der Sichtung wurden unter der 
Annahme, dass die Insertion des Transposons RescueMu gerichtet stattfindet, 
seminested PCR-Reaktionen mit den ersten beiden der unter 2.5.2.1 beschriebenen 
Primersystemen durchgeführt. Die Sequenzen der Dof1 spezifischen Primer entsprechen 
Abschnitten der 5’- bzw. 3’UTR der Dof1 Gensequenz, so dass Insertionen von 
Transposons in jede Position der kodierenden Sequenz nachgewiesen werden können. 
Eine Kombination eines transposonspezifischen Primers und eines genspezifischen 
Primers schien sinnvoll, um falsch positive Signale, die daraus resultieren, dass die 
Insertion des Transposons in räumlicher Nähe des Dof1 Gens nicht aber in die Dof1 
Sequenz selber erfolgte, auszuschließen. Für die Sichtung der Grid G Plasmidbibliothek 
mit einem seminested PCR-System sind 192 Reaktionen notwendig. Da in den 
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Reaktionen häufig falsch positive Signale auftraten, wurde die Sichtung mit einem 
Primersystem viermal durchgeführt. Nachdem die erste Sichtung kein Ergebnis lieferte, 
wurden die Primersysteme neu kombiniert, um zu überprüfen, ob in der Grid G 
Plasmidbibliothek Plasmide mit einer reversen Orientierung des Transposons in der 
Dof1 Sequenz vorliegen. Die Plasmidbibliothek wurde daher mit den weiteren unter 
2.5.2.1 beschriebenen Primersystemen erneut gesichtet. Insgesamt wurden für die 
Identifikation einer Dof1 Mutante 3072 PCR-Reaktionen durchgeführt und über 
Agarosegelelektrophorese ausgewertet. 
Die Agarosegelelektrophoresen für die PCR-Reaktionen mit den Primerkombinationen 
329 - 143 und 329 - 421 ergaben für den Trog A4 der Grid G Plasmidbibliothek 
Multititerplatte wiederholt ein positives Signal einer Größe von etwa 1200 bp. Ein 
Produkt dieser Größe ließ darauf schließen, dass ein Transposon Rescue Mu in den 5’-
Bereich des Dof1 Gens einer Pflanze inseriert vorlag. Das PCR-Produkt wurde kloniert 
und sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dass die Sequenz des PCR-Produktes einem 
Teil der Sequenz des Transposons RescueMu, verbunden mit einem Teil der Dof1 
Sequenz, entsprach. Anhand weiterer Sequenzierungsergebnisse konnten neue PCR-
Systeme entwickelt werden, um die Sichtung der Grid G Plasmidbibliothek nach dieser 
RescueMu-Dof1-Fusionssequenz zuverlässiger und einfacher zu machen. 
Da auch mit den neuen PCR-Systemen nur ein Trog der Grid G Plasmidbibliothek das 
erwartete Fragment zeigte, konnte die Transposoninsertion in das Dof1 Gen nicht 
eindeutig auf die Pflanze, in der sie vorlag, zurückverfolgt werden. Aus diesem Grunde 
wurden Samen aller 46 Pflanzen der M2-Generation, die durch Plasmide des Trogs A4 
repräsentiert werden, beim Maize Genetics Cooperation - Stock Center, Department of 
Crop Sciences, University of Illinois angefordert. Jeweils 2 Samen der 46 Pflanzen 
wurden ausgesät. Aus den Pflanzen wurde DNA isoliert (2.3.1) und mit dem PCR-
System 329 - (421 getestet (2.5.2.1). PCR-Reaktionen mit DNA der Nachkommen der 
Pflanze GR25C22 als Matrizen zeigten das erwartete PCR-Signal. Die Pflanzen trugen 
die gesuchte Transposoninsertion in das Dof1 Gen als germinale Insertion. 
Um die Insertionsstelle des Transposons exakt bestimmen zu können, wurde aus dem 
Bakterienstock des Grid G Projektes, in dem sämtliche Plasmide des Grid G Projektes 
in einer Dauerkultur kloniert vorliegen, ein Klon, der das gesuchte Plasmid trug, 
vereinzelt. Das Plasmid wurde, ausgehend von den TIR des Transposons RescueMu, in 
mehreren Schritten sequenziert. Die erhaltene Sequenz wurde durch die Sequenz des 
Transposons RescueMu (Raizada et al., 2001b) ergänzt. Eine Übersicht über die 
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Sequenzorganisation des Plasmids ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die vollständige 
Sequenz des Plasmids ist im Anhang 5.2 gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.1 Isoliertes Plasmid des Troges A4 der Grid G Plasmidbibliothek 
Dargestellt ist eine Übersicht über die Organisation des Plasmids das die Insertion des Transposons 
RescueMu in der Umgebung des Dof1 Gens der Mutanten der Familie GR25C1322 repräsentiert. Die 
Sequenzelemente des Plasmids sind in der Zeichnung beschriftet. Die 5’→3’-Orientierung des Gens 
Dof1 ist durch einen Pfeil symbolisiert. Die schraffierte Fläche deutet die Lage des putativen Dof1 
Promotors an. 5’UTR = untranslatierte Region stromaufwärts des Gens; 3’UTR = untranslatierte 
Region stromabwärts des Gens 
Das Plasmid weist eine Größe von 12502 bp auf. Die Insertion des Transposons 
RescueMu in das Genom der Pflanze erfolgte nicht, wie vermutet, in die 5’UTR des 
Dof1 Gens, sondern in die DNA Sequenz 16 bp vor dem Beginn der 5’UTR. Durch die 
Insertion des Transposons RescueMu kam es zu einer für die Insertion dieses 
Transposons charakteristischen Verdoppelung von 9 bp beidseits des Transposons 
(Bennetzen et al., 1993). Dass zumindest die sequenzierten Bereiche des Plasmids 
stromaufwärts des Dof1 Gens auch tatsächlich in genomischer Mais-DNA vorkommen, 
konnte durch überlappende PCRs (2.5.1.4) bestätigt werden (nicht dargestellt). 
Um zu untersuchen, ob diese Insertion eine phänotypische Relevanz besitzt, mussten 
Pflanzen dieses Genotyps identifiziert werden. 
3.1.2 Bestimmung des Genotyps verschiedener Pflanzen der Familie GR25C22 
Aufgrund der Informationen über die genaue Lage des Transposons zum Dof1 Gen 
wurden vier verschiedene PCR-Systeme entwickelt (2.5.1.1, siehe Abbildung 2.1). Ziel 
war die Unterscheidung von Maispflanzen der Familie GR25C22, die für diese 
Gensequenz in der Umgebung des Dof1 Gens die Wildtypsequenz, eine homozygote 
oder eine heterozygote Mutation zeigen. 
Sequenzduplizierung 
RescueMu Transposon 
Sequenzduplizierung 
Dof1 5'-UTR 
Dof1 
Dof1 3'-UTR
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Abbildung 3.2 Ergebnisse einer PCR zur Charakterisierung verschiedener Maispflanzen der 
Familie GR25C22 
Dargestellt ist die ethidiumbromidvermittelte Fluoreszenz von PCR-Produkten nach 
elektrophoretischer Auftrennung in einem 1,5 % (w/v) Agarosegel (1 h, 110 V, 1 x TAE-Puffer, 
0,000025 % (v/v) EtBr). Die Zusammensetzung der Reaktionsansätze ist der Grafik zu entnehmen. 
Matrize: P = Plasmid Trog A4 GR25C22; genomische Mais DNA = DNA aus verschiedenen 
Pflanzen der Familie GR25C22; Primer: vergleiche 2.5.1.1, 5.2; M = Größenstandard GeneRulerTM 
100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), Größe der Banden von oben nach unten 1031, 
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp. 
Eine Übersicht über die verwendeten Primersysteme ist in Abbildung 2.1 dargestellt. 
PCR-Reaktionen mit den Primersystemen 638 - 756 und 329 - 704 amplifizieren 
Fragmente einer Größe von 249 bp bzw. 460 bp, wenn eine Insertion des Transposons 
RescueMu in das Genom 16 bp vor dem Beginn des Dof1 Gens der untersuchten 
Maispflanzen vorliegt. PCR-Reaktionen mit dem Primersystem 638 - 704 amplifizieren 
Fragmente einer Größe von 510 bp, wenn keine Transposoninsertion vorliegt, oder die 
Insertion heterozygot ist. Liegt eine Insertion des Transposons vor, würden bei 
geeigneten Bedingungen Fragmente einer Größe von 5210 bp entstehen. Mit dem 
verwendeten PCR-System und Thermoprofil können Fragmente einer solchen Größe 
allerdings nicht amplifiziert werden. Das Primersystem 736 - 421, das Produkte einer 
Größe von 379 bp amplifiziert, dient als Positivkontrolle. Abbildung 3.2 zeigt die 
Ergebnisse der Charakterisierung von acht Maispflanzen der Familie GR25C22 anhand 
Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Matrize genomische Mais DNA P genomische Mais DNA P 
Primer Primer 638 - Primer 756 Primer 329 - Primer 704 
Pflanze 
M 
1 2 3 4 5 6 7 8  
 M
1 2 3 4 5 6 7 8  
Spur 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Matrize genomische Mais DNA P genomische Mais DNA P 
Primer Primer 638 - Primer 704 Primer 736 - Primer 421 
Pflanze 
M 
1 2 3 4 5 6 7 8  
 M
1 2 3 4 5 6 7 8  
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der unter 2.5.1.1 beschriebenen PCR-Systeme. Gezeigt ist die 
ethidiumbromidvermittelte Fluoreszenz von PCR-Produkten nach 
agarosegelelektrophoretischer Auftrennung. Die Spuren 1 bis 8 zeigen Banden einer 
Größe zwischen 200 bp und 300 bp, die Spuren 10 bis 17 Banden einer Größe zwischen 
400 bp und 500 bp. Das bedeutet, dass in den Pflanzen 1 bis 6 und 8 die gesuchte 
Insertion des Transposons RescueMu in das Maisgenom in unmittelbarer Nähe des Dof1 
Gens vorliegt. In den Spuren 7 und 16 ist kein Signal zu sehen, Pflanze 7 zeigt 
dementsprechend für den betrachteten Genlocus die Wildtypsequenz. Die Spuren 9 und 
18 zeigen die Positivkontrollen der jeweiligen PCR-Reaktion. Als Matrize wurde das 
aus dem Trog A4 der Grid G Plasmidbibliothek isolierte und sequenzierte Plasmid mit 
der unter 5.2 dargestellten Sequenz eingesetzt. In den Spuren 19 und 21 bis 25 sind 
Banden einer Größe zwischen 500 bp und 600 bp zu erkennen, die Spuren 20 und 26 
zeigen ebenso wie die Kontrollreaktion in Spur 27 kein Signal. In Verbindung mit den 
schon beschriebenen Ergebnissen der anderen beiden PCR-Systeme ergibt sich daraus, 
dass es sich bei den Pflanzen 2 und 8 für die untersuchte Gensequenz um homozygote 
Mutanten handelt, die Pflanzen 1 und 3 bis 6 sind heterozygote Mutanten. Nur die 
Pflanze 7 stellt für das betrachtete Merkmal einen Wildtyp dar. Die Spuren 28 bis 36 
zeigen, wie erwartet, jeweils ein Produkt einer Größe zwischen 300 bp und 400 bp. 
Diese Reaktionen dienen als Positivkontrolle der Qualität der DNA Matrizen, da ein 
Sequenzbereichbereich amplifiziert wird, der in dieser Form in allen Genotypen 
vorliegen sollte. 
Um sicher zu stellen, dass die Dof1 Sequenz im Maisgenom nur einmal vorkommt und 
daher aus einer Mutation des bekannten Dof1 Genlocus ein veränderter Phänotyp 
resultieren könnte, wurden Southernanalysen durchgeführt. 
3.1.3 Southernanalysen von Maispflanzen der Familie GR25C22 
Die Insertion des Transposons wurde unabhängig von PCR-Reaktionen (3.1.2) über 
Southernanalysen (2.6) verifiziert. Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse einer 
Southernanalyse von Maispflanzen der Familie GR25C22. Dargestellt ist die 
Autoradiographie einer α-32P dCTP markierten Dof1 spezifischen DNA Sonde (2.5.1.2) 
nach Hybridisierung an durch native Agarosegelelektrophorese aufgetrennte und auf 
einer Membran immobilisierte Restriktionsfragmente (2.6.2). In die 
Restriktionsreaktionen mit den Enzymen BglII - BamHI, Eco81I - AatII, BclI, NcoI 
wurde DNA von Maispflanzen der Familie GR25C22 eingesetzt, die aufgrund der unter 
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3.1.2 beschriebenen PCR-Sichtung für die betrachtete Gensequenz als Wildtyp (WT), 
heterozygote (heM) oder homozygote Mutante (hoM) charakterisiert wurden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.3 Southern-Analyse verschiedener Maispflanzen der Familie GR25C22 
Dargestellt ist die Autoradiographie einer α-32P dCTP markierten Dof1 spezifischen DNA Sonde 
(2.5.1.2) nach Hybridisierung an aufgetrennte Restriktionsfragmente nach elektrophoretischer 
Auftrennung in einem nativen 0,7 % (w/v) Agarosegel (20 h, 47 V, 1x TBE-Puffer, 2.6). Die 
Zusammensetzung der aufgetragenen Ansätze ist der Grafik zu entnehmen. WT = Wildtyp, Pflanze 
ohne Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens; heM 
= heterozygote Mutante, Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz 
stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation heterozygot; hoM = homozygote 
Mutante, Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des 
Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation homozygot. Auf der rechten Seite der Autoradiographie 
sind die Banden eines Markers gezeigt, der bei der Auftrennung der DNA-Restriktionsfragmente mit 
aufgetragen wurde, in der Autoradiographie aber nicht sichtbar ist. Die Nylonmembran wurde 
mehrere Tage auf einem Röntgenfilm exponiert. Der Film wurde anschließend entwickelt und 
digitalisiert. 
Bei Verwendung einer Dof1 spezifischen Sonde wird bei allen eingesetzten 
Restriktionsenzymen in der DNA der homozygoten Mutante ein Restriktionsfragment 
detektiert, das nicht in der DNA des Wildtyps nachgewiesen werden kann. Die 
Southernanalysen der für die betrachtete Gensequenz heterozygoten Pflanze zeigt 
Banden, die sowohl in den Southernanalysen der Wildtyppflanze als auch in denen der 
Restriktions- 
enzyme BglII - BamHI  Eco81I - AatII  BclI  NcoI 
Matrize WT heM hoM  WT heM hoM  WT heM hoM  WT heM hoM
10000 bp ⎯ 
8000 bp ⎯ 
6000 bp ⎯ 
5000 bp ⎯ 
4000 bp ⎯ 
3500 bp ⎯ 
3000 bp ⎯ 
2500 bp ⎯ 
2000 bp ⎯ 
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homozygoten Mutante zu sehen sind. Die Größen der jeweiligen Restriktionsfragmente 
entsprechen weitestgehend den auf den Sequenzierungen basierenden Voraussagen. 
Demnach sollte bei Southernanalysen mit den Enzymen Eco81I - AatII in der 
Wildtyppflanze ein 4739 bp großes Fragment detektierbar sein, in der homozygoten 
Mutante ein 8957 bp großes Fragment. Die Southernanalyse der heterozygoten Mutante 
sollte beide Banden zeigen. Die in den entsprechenden Spuren der Abbildung 3.3 zu 
bemerkenden Banden einer Größe zwischen 4000 bp und 5000 bp bzw. zwischen 
8000 bp und 10000 bp könnten aufgrund ihres Laufverhaltens im Agarosegel diesen 
Banden entsprechen. Das Auftreten eines zweiten, zwischen 6000 bp und 8000 bp 
großen Restriktionsfragmentes in den Proben der Wildtyppflanze und der heterozygoten 
Mutante ist durch die Methylierungssensitivität des Enzyms AatII zu erklären. 
Offensichtlich konnte die DNA an der vorhergesagten Stelle nicht vollständig gespalten 
werden. Für die Southernanalysen mit dem Restriktionsenzym BclI wurden für die 
DNA aus der Wildtyppflanze Restriktionsfragmente einer Größe von 5452 bp, für 
Pflanzen mit Transposoninsertion stromaufwärts der Dof1 Sequenz Fragmente einer 
Größe von 10191 bp erwartet. Während die Restriktionsfragmente der homozygoten 
Mutante die erwartete Größe besitzen, scheint die Sequenzierung des Plasmids in 
Hinblick auf eine BclI-Restriktionsschnittstelle fehlerhaft zu sein, da die 
Southernanalysen der Wildtyppflanze und der heterozygoten Mutante ein Fragment 
zeigen, das größer ist als angenommen. Die Southernanalysen der homozygoten 
Mutante mit dem Restriktionsenzym NcoI zeigen eine Bande einer Größe zwischen 
2500 bp und 3000 bp, die der erwarteten einer Größe von 2700 bp entsprechen könnte. 
Die Southernanalysen der Wildtyppflanze und der heterozygoten Mutante zeigen nicht, 
wie erwartet, eine Bande einer Größe von 10829 bp, sondern eine Bande einer Größe 
zwischen 5000 bp und 6000 bp. Dementsprechend existiert in der Dof1 
Sequenzumgebung eine weitere, nicht analysierte NcoI Restriktionsschnittstelle. Für die 
Enzymkombination BglII - BamHI konnte keine Voraussage über die Größe der 
Restriktionsfragmente getroffen werden. Die entsprechenden Autoradiographien der 
Wildtyppflanze und der homozygoten Mutante zeigen jeweils eine Bande einer Größe 
zwischen 6000 bp und 8000 bp, die heterozygote Mutante zeigt beide Banden. 
Die Southernanalysen konnten die Ergebnisse der Einteilung der Maispflanzen der 
Familie GR25C22 in Wildtyp, heterozygote und homozygote Mutanten durch PCR 
bestätigen. Die Dof1 Gensequenz liegt offensichtlich als Einzelkopie im Maisgenom 
vor. Basierend auf den Analysen der Maispflanzen der Familie GR25C22 wurden die 
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Auswirkungen der Insertion des Transposons RescueMu 16 bp vor Beginn der Dof1 
Sequenz auf die Maispflanzen unterschiedlichen Genotyps untersucht. 
3.1.4 Abundanz der Dof1 mRNA in Maispflanzen der Familie GR25C22 
In den unterscheidbaren Segreganten der Familie GR25C22 wurde die Akkumulation 
der Dof1 Transkripte ermittelt. Abbildung 3.4 A zeigt die Ergebnisse der 
Quantifizierung der Dof1 mRNA Transkripte nach reverser Transkription in cDNA 
durch Real-Time-PCR (2.5.3.10.1). Die Pflanzen wurden vor der Probenentnahme 6 h 
belichtet. Durch die Insertion des Transposons 16 bp stromaufwärts des Dof1 Gens wird 
die Häufigkeit der Dof1 Transkripte stark verringert. In für den betrachteten Genlocus 
heterozygoten Mutanten ist die Dof1 Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp um 
etwa 55 % reduziert. In homozygoten Mutanten sinkt die Transkriptmenge auf etwa 
15 % des Normalwertes. Um zu überprüfen, ob die in den homozygoten und 
heterozygoten Mutanten der Familie GR25C22 vorliegenden Dof1 Transkripte nicht die 
bekannte mRNA Sequenz sondern eine Dof1-Transposon-Fusions-mRNA-Sequenz 
aufweisen, wurde das unter 2.5.3.10.2 beschriebene Real-Time-PCR-System etabliert. 
Wie in Abbildung 3.4 B gezeigt konnte nachgewiesen werden, dass in den für den 
betrachteten Genlocus heterozygoten und homozygoten Mutanten Transkripte gebildet 
werden, die Sequenzen des Transposons RescueMu in Fusion mit der Dof1 Sequenz 
tragen. In heterozygoten Mutanten kann nur 50 % der Menge des Transkriptes 
nachgewiesen werden, die in der homozygoten Mutante zu finden ist. In 
Wildtyppflanzen ist das Transkript nicht nachweisbar. Demnach handelt es sich 
zumindest bei einem Teil der in den homozygoten Mutanten nachweisbaren Dof1 
Transkripte um Dof1-Transposon-Fusions-mRNA. Um genauere Aussagen über die 
Sequenz der Dof1-Transposon-Fusions-mRNA und den Start der Transkription treffen 
zu können, wurde der Versuch unternommen, die Sequenz der entsprechenden 
Transkripte von homozygoten Mutanten über RNA Ligase Mediated Rapid 
Amplification of cDNA Ends wie unter 2.7 beschrieben zu bestimmen. Als Kontrolle 
wurden zusätzlich Analysen der Dof1 mRNA Sequenz von Wildtyppflanzen 
durchgeführt. Die Versuche führten zu keinem klaren Ergebnis. Da die 
Ausgangstranskriptmenge von Dof1 in einer Gesamt-RNA-Probe sehr gering ist, treten 
bei der Amplifikation der adaptorligierten Dof1 Wildtyp- und Fusionssequenzen 
Probleme auf, die bisher noch nicht gelöst werden konnten. 
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Abbildung 3.4 Quantifizierung von Dof1 Transkripten in Maispflanzen der Familie GR25C22 
A Dargestellt sind die Ergebnisse der Analyse der Dof1 Transkriptabundanz in verschiedenen 
Maispflanzen der Familie GR25C22 durch Real-Time-PCR (2.5.3.10.1). Die Pflanzen wurden vor 
der Probenentnahme 6 h belichtet. Die Fehlerbalken zeigen die biologische Standardabweichung 
dreier unterschiedlicher Pflanzen in unabhängigen Experimenten. Die Messwerte der verschiedenen 
Pflanzen sind auf den Standard GAPDH bezogen (siehe 2.5.3). B Dargestellt sind die Ergebnisse der 
Messung der Transkriptabundanz einer Dof1-Transposon-Fusions-Sequenz in verschiedenen 
Maispflanzen der Familie GR25C22 durch Real-Time-PCR (2.5.3.10.2). Die Pflanzen wurden vor 
der Probenentnahme 6 h belichtet. Neben den Diagrammen sind die verwendeten Primersysteme 
schematisch erklärt, rote Pfeile symbolisieren die Primer. Wildtyp = Pflanze ohne Insertion des 
Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens; heterozygote Mutante = 
Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, 
die Pflanze ist für diese Mutation heterozygot; homozygote Mutante = Pflanze mit Insertion des 
Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese 
Mutation homozygot. Die Fehlerbalken zeigen die experimentelle Standardabweichung. Die 
Messwerte der verschiedenen Pflanzen sind auf den Standard GAPDH bezogen (siehe 2.5.3). Die 
Ergebnisse wurden in unabhängigen Experimenten verifiziert. Die in A und B dargestellten 
Messungen lassen sich nicht aufeinander beziehen, die Einheiten der Y-Achse sind willkürlich. 
Durch die Bestimmung der Dof1 Transkriptmenge in verschiedenen Maispflanzen der 
Familie GR25C22 konnte gezeigt werden, dass die Insertion des Transposons 
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RescueMu 16 bp vor dem putativen Transkriptionsstart des Gens zu einem 
weitgehenden Verlust der Promotoraktivität des DOF1 Promotors führt. Da die 
Sequenzierung des Plasmids der Grid G Plasmidbibliothek, das zum Auffinden der 
Familie GR25C22 führte, weitere Sequenzinformationen über die DNA-
Sequenzbereiche stromaufwärts und stromabwärts des Dof1 Gens lieferte, ist die 
Sequenz des bisher unbekannten DOF1 Promotors jetzt möglicherweise zugänglich. 
Weitere Analysen werden zeigen, welche Sequenzelemente für die Regulierung des 
Gens verantwortlich sind (3.1.1, 5.2). 
Im Weiteren wurde die Auswirkung der zumindest reduzierten Dof1 Transkriptmenge 
auf die Transkription von Pepc hin untersucht. 
3.1.5 Belichtungsabhängige Akkumulation von Dof1 Transkripten und Pepc 
Transkripten 
Es wird angenommen, dass der Transkriptionsfaktor DOF1 an der Kontrolle der 
Genexpression der C4-spezifischen PEPC einen wesentlichen Anteil hat (Yanagisawa 
und Sheen, 1998). Um diese Annahme zu überprüfen, wurde die Kinetik der 
lichtinduzierten Genexpression von DOF1 und PEPC in Maispflanzen der Familie 
GR25C22 untersucht. 
Die Abundanz der DOF1 und PEPC Transkripte wurde in Wildtyppflanzen und 
heterozygoten und homozygoten Mutanten mit einer Insertion des Transposons 
RescueMu stromaufwärts der Dof1 Gensequenz über Real-Time-PCR (2.5.3.5, 
2.5.3.10.1) bestimmt. Die Pflanzen wurden vor Beginn des Versuches 32 h nicht 
belichtet. Wie im oberen Teil der Abbildung 3.5 gezeigt wird PEPC in allen 
Maispflanzen der Familie GR25C22, unabhängig vom Genotyp im Bereich des Dof1 
Gens, gleichermaßen exprimiert. Sowohl die Kinetik als auch der Endpunkt der 
Transkription sind in allen Pflanzen vergleichbar. Für Dof1 wurde bisher eine 
konstitutive Expression angenommen. Die im unteren Teil der Abbildung 3.5 
dargestellten Ergebnisse zeigen die Ergebnisse der Messung der belichtungsabhängigen 
Abundanz der Dof1 Transkripte in Pflanzen der Familie GR25C22. Die Transkription 
von Dof1 beginnt unmittelbar nach Beginn der Belichtung der Pflanzen und erreicht 
nach etwa 1 h ihren Höhepunkt. Die Stabilität der Dof1 Transkripte scheint gering zu 
sein, da bereits nach einer weiteren Stunde nur noch etwa 30 % der maximalen 
Transkriptmenge nachweisbar sind. 
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Abbildung 3.5 Belichtungsabhängige Abundanz von Dof1 und Pepc Transkripten in 
Maispflanzen der Familie GR25C22 
Dargestellt ist eine Übersicht über die Analyse der belichtungsabhängigen Transkriptabundanz von 
Pepc (obere Grafik) und Dof1 (untere Grafik) in verschiedenen Maispflanzen der Familie GR25C22 
durch Real-Time-PCR (2.5.3.10.1, 2.5.3.5) im Verlauf von 270 min. Die Pflanzen wurden eine 
Tagesperiode vor Beginn des Versuchs ins Dunkle gestellt. Wildtyp = Pflanze ohne Insertion des 
Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens; heterozygote Mutante = 
Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, 
die Pflanze ist für diese Mutation heterozygot; homozygote Mutante = Pflanze mit Insertion des 
Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese 
Mutation homozygot. Die Fehlerbalken zeigen die experimentelle Standardabweichung, die 
Ergebnisse wurden in unabhängigen Experimenten verifiziert. Die Messdaten sind auf die in die 
cDNA-Synthese, die für die Real-Time-PCR als Matrize dient, eingesetzte RNA-Menge bezogen 
(siehe 2.5.3 und 2.19). 
Heterozygote Mutanten erreichen nur etwa 30 % der maximalen in Wildtyppflanzen 
erreichten Dof1 Transkriptmenge. In homozygoten Mutanten ist keine Veränderung der 
Dof1 Transkription nach Belichtung nachweisbar. Nach etwa 4 h bleibt die Dof1 
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Transkriptmenge in den Pflanzen auf niedrigem Niveau konstant. Demnach scheint 
Dof1 auf einem niedrigen Niveau konstitutiv exprimiert zu werden und zusätzlich 
transient lichtinduziert zu sein. 
3.1.6 Abundanz C4-spezifischer Transkripte in Maispflanzen der Familie 
GR25C22 
DOF Proteine haben in Pflanzen verschiedenste physiologische Bedeutungen und 
spielen eine Rolle in der Regulierung einer Vielzahl von Genen (Yanagisawa, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.6 Abundanz der Transkripte verschiedener C4-spezifischer Enzyme in Maispflanzen 
der Familie GR25C22 
Dargestellt ist eine Übersicht über die Verhältnisse der mRNAs der wichtigsten an der CO2-Fixierung 
des C4-NADP-Malatenzymtyps in Mais beteiligten Enzyme in verschiedenen Maispflanzen der 
Familie GR25C22 nach 6 h Belichtung, ermittelt durch Real-Time-PCR (2.5.3). Die Messwerte der 
verschiedenen Pflanzen sind auf den Standard GAPDH bezogen. Wildtyp = Pflanze ohne Insertion 
des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens; heterozygote 
Mutante = Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des 
Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation heterozygot; homozygote Mutante = Pflanze mit 
Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze 
ist für diese Mutation homozygot; CA = Carboanhydrase; MDH = Malatdehydrogenase; ME = 
Malatenzym; PEPC = Phosphoenolpyruvatcarboxylase; PPDK = Pyruvat-Pi-Dikinase; RuBisCo = 
kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase; siehe auch 1.1. Die 
Fehlerbalken zeigen die experimentelle Standardabweichung. Die Ergebnisse wurden in 
unabhängigen Experimenten verifiziert. Die Einheiten der Y-Achse sind willkürlich gewählt und 
stellen nicht die Verhältnisse der Transkripte zueinander dar. 
Durch die beschriebenen Mutanten (3.1.2, 3.1.3, 3.1.4) der Familie GR25C22 kann die 
Bedeutung von DOF1 für die Expression weiterer Gene untersucht werden. Um zu 
überprüfen, ob DOF1 einen Einfluss auf die Transkription einiger an der C4-
Photosynthese in Mais beteiligten Gene hat, wurde ihre Transkriptmenge in 
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Maispflanzen der Familie GR25C22 (3.1.2) über Real-Time-PCR (2.5.3) ermittelt. Die 
Pflanzen wurden vor der Probenentnahme 6 h belichtet. 
Wie in Abbildung 3.6 gezeigt werden Transkripte für die enzymatischen Komponenten 
des C4-Stoffwechsels CA, PEPC, MDH, ME PPDK und RuBisCo (vergleiche auch 
Abbildung 1.1) in homozygoten Mutanten mit einer Insertion des Transposons 
RescueMu 16 bp vor dem Dof1 Gen in vergleichbaren Mengen gebildet, wie in 
Wildtyppflanzen. Die aufgrund der reduzierten Dof1 Transkriptmenge angenommene 
Reduzierung des DOF1 Proteins scheint die Transkription der untersuchten Enzyme 
nicht zu beeinflussen. 
3.1.7 Vergleich des Wachstums von Maispflanzen der Familie GR25C22 
verschiedenen Genotyps 
Nach der Analyse der Gendefekte der Maispflanzen der Familie GR25C22 und der 
Unterscheidung zwischen Wildtyppflanzen, heterozygoten und homozygoten Mutanten, 
bezogen auf die Sequenzumgebung des Dof1 Gens, (3.1.2, 3.1.3), wurden die 
phänotypischen Auswirkung der verschiedenen Genotypen untersucht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.7 Vergleich des Wachstums von Maispflanzen der Familie GR25C22 verschiedenen 
Genotyps 
Gezeigt ist die Fotografie dreier 27 Tage alter Maispflanzen der Familie GR25C22. Wildtyp = 
Pflanze ohne Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 
Gens; heterozygote Mutante = Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-
Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation heterozygot; homozygote 
Mutante = Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des 
Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation homozygot. 
Wildtyp heterozygote Mutante homozygote Mutante 
10 cm
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Abbildung 3.7 zeigt eine fotografische Aufnahme dreier typischer Maispflanzen der 
Familie GR25C22 mit den unterschiedlichen beschriebenen Genotypen im Alter von 27 
Tagen. Die Pflanzen unterscheiden sich in ihrem Wachstum zu keiner Zeit ihrer 
Entwicklung. Ebenso wenig konnten Unterschiede in der Ausbildung der männlichen 
und weiblichen Infloreszenz oder der Fertilität festgestellt werden. Wahrscheinlich 
bedingt durch nicht analysierte germinale und somatische Insertion des Transposons 
RescueMu traten bei einzelnen der bisher etwa 300 gesichteten Maispflanzen der 
Familie GR25C22 verschiedener Generationen unregelmäßig phänotypische 
Veränderungen auf. Diese sind nicht auf die untersuchte Transposoninsertion 
stromaufwärts der 5’UTR des Dof1 Gens zurückzuführen da sie mit dieser nicht 
cosegregierten. 
Nachdem bei den Maispflanzen der Familie GR25C22 keine Unterschiede im 
Wachstum festgestellt werden konnten wurde im Weiteren die Abundanz der Dof1 
mRNA in den Pflanzen unterschiedlichen Genotyps bestimmt. 
3.1.8 Bestimmung der Menge einiger Metaboliten und Elemente in 
Blattmaterial von Maispflanzen der Familie GR25C22 
Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass DOF1 Gensysteme, die an der 
Regulation des Stickstoff- und Kohlenstoffhaushaltes einer Pflanze beteiligt sind, 
modulieren kann. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die 
Überexpression von DOF1 in Arabidopsis die Stickstoffaufnahme und die Synthese von 
Aminosäuren fördert sowie die Assimilation von Kohlensstoff steigert. Der Gehalt an 
verschiedenen Metaboliten wie Glucose oder Malat nimmt in DOF1 
Überexpressionsmutanten dagegen deutlich ab (Yanagisawa et al., 2004). 
Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass heterozygote und homozygote Mutanten 
der Familie GR25C22 DOF1 nur sehr eingeschränkt transkribieren (3.1.4), und 
anzunehmen ist, dass die homozygoten Mutanten kein (natives) DOF1 Protein (3.1.4) 
bilden, wurden die Auswirkungen dieser Mutation auf den Stickstoff- und 
Kohlenstoffhaushalt der Pflanzen untersucht. Außerdem wurde die im Blattmaterial der 
Pflanzen verschiedenen Genotyps enthaltene Menge an Aminosäuren, Glucose und 
Malat bestimmt. 
Abbildung 3.8 zeigt die Ergebnisse der Quantifizierung des Stickstoff- und 
Kohlenstoffgehaltes in Blattmaterial von Maispflanzen der Familie GR25C22 (2.13). 
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Abbildung 3.8 Quantifizierung des Stickstoff- und Kohlenstoffgehaltes von Maispflanzen der 
Familie GR25C22 
Dargestellt ist ein Vergleich des Gehaltes an Stickstoff und Kohlenstoff sowie ein Vergleich der 
Quotienten aus Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt von Blattproben von Maispflanzen der Familie 
GR25C22 (2.13). Die Blattproben, die als Grundlage der Messungen dienten, wurden nach 8 h 
Belichtung entnommen. Wildtyp = Pflanze ohne Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-
Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens; heterozygote Mutante = Pflanze mit Insertion des 
Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese 
Mutation heterozygot; homozygote Mutante = Pflanze mit Insertion des Transposons RescueMu in 
die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation homozygot. Die 
Fehlerbalken zeigen die biologische Standardabweichung mit mindestens vier Pflanzen eines 
Genotyps pro Messung. Die Ergebnisse wurden in unabhängigen Experimenten verifiziert. 
Während sich der Kohlenstoffgehalt mit etwa 45 % Anteil am Blattgewebe in 
Wildtyppflanzen, heterozygoten und homozygoten Mutanten nicht unterscheidet, 
konnten für den Stickstoffgehalt des Blattgewebes der verschiedenen Pflanzen 
Unterschiede festgestellt werden. Der Stickstoffgehalt in Wildtyppflanzen beträgt etwa 
2,7 % des Blattgewebes, in heterozygoten Mutanten 3 % und in homozygoten Mutanten 
3,3 %. Je weniger Dof1 transkribiert und damit wahrscheinlich exprimiert wird, desto 
mehr Stickstoff speichert die Pflanze. Der Anstieg des Stickstoffgehaltes in den 
homozygoten Mutanten im Vergleich zu den Wildtyppflanzen beträgt etwa 20 %. 
Entsprechend der Unterschiede im Stickstoffgehalt unterscheidet sich auch der Quotient 
aus Kohlenstoff- und Stickstoffanteil in den Pflanzen verschiedenen Genotyps. 
Abbildung 3.9 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung des Aminosäure-, Glucose- und 
Malatgehaltes (2.10, 2.9.2.4, 2.9.2.3) der Maispflanzen verschiedenen Genotyps der 
Familie GR25C22. 
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Abbildung 3.9 Quantifizierung des Aminosäure-, Glucose- und Malatgehaltes in Blattgewebe von 
Maispflanzen der Familie GR25C22 
Dargestellt ist ein Vergleich der Mengen an Aminosäuren (2.10), Glucose (2.9.2.4) und Malat 
(2.9.2.3) in Maispflanzen der Familie GR25C22. Die Blattproben, die als Grundlage der Messungen 
dienten, wurden nach 8 h Belichtung entnommen. Wildtyp = Pflanze ohne Insertion des Transposons 
RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens; heterozygote Mutante = Pflanze mit 
Insertion des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze 
ist für diese Mutation heterozygot; homozygote Mutante = Pflanze mit Insertion des Transposons 
RescueMu in die DNA-Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die Pflanze ist für diese Mutation 
homozygot. Die Fehlerbalken zeigen die biologische Standardabweichung mit mindestens vier 
Pflanzen eines Genotyps pro Messung. Die Ergebnisse wurden in unabhängigen Experimenten 
verifiziert. 
Sowohl der Aminosäuregehalt von etwa 14 µmol g-1Blattgewebe als auch der Glucose- und 
Malatgehalt der heterozygoten und homozygoten Mutanten von 3,5 µmol g-1Blattgewebe 
und 11 µmol g-1Blattgewebe entspricht dem in Wildtyppflanzen nachgewiesenen. Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Expression von DOF1, entgegen der Hinweise aus 
Arabidopsis (Yanagisawa et al., 2004), keinen Einfluss auf den Aminosäure-, Glucose-, 
Malat- und Kohlenstoffgehalt einer Maispflanze hat. Es kann lediglich ein 
Zusammenhang zwischen dem Gesamtstickstoffgehalt und dem Transkriptionsstatus 
von DOF1 vermutet werden. 
Nähere Erkenntnisse über die Bedeutung von DOF1 können weitergehende Analysen 
einer größeren Population der homozygoten Maismutanten der Familie GR25C10 
erbringen. Die Grundlage für diese Analysen konnte durch die erfolgreiche 
Propagierung der Linie geschaffen werden. 
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3.2 Generierung von DOF1 und DOF2 RNAi Linien 
Als RNA interference (RNAi) bezeichnet man das durch dsRNA induzierte 
posttranskriptionale Silencing von Genen. Man kann diesen zelleigenen Mechanismus 
nutzen, um durch die Transkription dsRNA in einer Pflanze Gene gezielt auszuschalten 
(2.17). In dieser Arbeit sollten zur Analyse der Bedeutung der Transkriptionsfaktoren 
DOF1 und DOF2 für den C4-Stoffwechsel Maislinien etabliert werden, in denen die 
Translation der entsprechenden RNAs durch RNAi verhindert wird. 
3.2.1 Die Transformationsvektoren 
In der Zelle wird dsRNA durch das Enzym Dicer erkannt und in siRNA Elemente 
gespalten. Der antisense Strang der siRNA leitet einen RISC Komplex zu homologer 
mRNA, die gezielt abgebaut wird (2.17). 
Die Sequenz der dsRNA, durch deren Transkription RNAi induziert werden soll, muss 
so gewählt werden, dass sie hochspezifisch nur Homologien zu der Gensequenz des 
Gens, dessen Translation verhindert werden soll, aufweist. Werden zur Induktion der 
RNAi dsRNA Bereiche genutzt, die größer als 23 bp sind, muss sicher gestellt sein, dass 
auch jedes 23 bp Teilstück zu keiner weiteren RNA Sequenz homolog ist. Für die 
Auswahl einer geeigneten Sequenz für die Induktion von RNAi für die Gene Dof1 und 
Dof2 wurden die bekannten Sequenzen der DOF Genfamilie in Mais durch das 
Programm CLUSTAL X 1.8 verglichen. In Anhang 5.1 ist der Vergleich der cDNA 
Sequenz der Transkriptionsfaktoren DOF1 und DOF2 dargestellt. Es zeigte sich, dass 
vor allem die 3’UTR der beiden Gene große Sequenzunterschiede aufweisen. Für die 
Erstellung eines DOF1 RNAi Vektors wurde eine Sequenz einer Größe von 152 bp, für 
einen entsprechenden DOF2 Vektor eine Sequenz einer Größe von 153 bp aus der 
3’UTR der Gene ausgewählt. Um Homologien der gewählten Sequenzen mit anderen 
Maisgensequenzen auszuschließen, wurde über das Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST) ein Datenbankvergleich mit allen hinterlegten Maisnukleotidsequenzen 
durchgeführt. Dabei ergaben sich keine Hinweise auf Übereinstimmungen der 
gewählten Sequenzen zu anderen Genen. Die Dof1 und Dof2 Sequenz wurde, wie unter 
2.5.1.3 beschrieben, durch PCR amplifiziert und in den unter 2.17.1.1 beschriebenen 
Vektor pENTR/SD/D-TOPO® kloniert. Die dadurch entstandenen Vektoren 
pENTR/SD/D-TOPO® DOF1 und pENTR/SD/D-TOPO® DOF2 wurden durch 
Sequenzierungen überprüft. Anschließend wurden die Dof1 beziehungsweise Dof2 
spezifischen Sequenzen durch eine, unter 2.17.1.2. beschriebene, LR-
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Rekombinationsreaktion aus den pENTR/SD/D-TOPO® Vektoren auf pUAMBN 
Vektoren übertragen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.10 Kartierung der Vektoren pUAMBN RNAi DOF1 und pUAMBN RNAi DOF2 
Dargestellt ist eine Kartierung der Vektoren pUAMBN RNAi DOF1 (A) und pUAMBN RNAi DOF2 
(B), die durch Rekombination basierend auf der Gatewaytechnologie® (2.17.1) aus einem Entry-
Vektor mit einem entsprechenden klonierten PCR-Produkt (2.5.1.3.1) und dem Vektor pUAMBN 
erstellt wurden. Primerpositionen zur Analyse der Vektoren sind durch grau umrandete Pfeile 
dargestellt. nos = nos Terminator; bla = Beta-Lactamase Gen; ColEI ori = origin of replication aus E. 
coli; attB1 = Attachement-Site B1; RBS = T7 Gen 10 Translationsenhancer (Ribosombindestelle) 
durch den EntryVektor vorgeben; RNAi DOF1, = für ein RNAi-Konstrukt ausgewählte Sequenz des 
Gens Dof1 (gi 517257, siehe 5.1) die Richtung des Pfeil deutet die 5’-3’-Richtung des nativen Gens 
an; RNAi DOF2, = für ein RNAi-Konstrukt ausgewählte Sequenz des Gens Dof2 (gi 1061305, siehe 
5.1), die Richtung des Pfeils deutet die 5’-3’-Richtung des nativen Gens an; attR2 = Attachement-Site 
R2, Mla1 = Intron Mildew Resistance Gene a1 (in Mais spleißbares Intron); ?Primer 643; ? Primer 
658; ? Primer 659; ? Primer 645 (2.5.1.3.3, 2.5.1.3.4). 
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Durch die unter 2.17.1.2. beschriebene Organisation des Vektors pUAMBN ist 
gewährleistet, dass durch eine LR-Rekombinationsreaktion jedes übertragene 
Sequenzmotiv zweimal in invertierter Richtung in den Vektor eingebaut wird. Bei der 
Transkription der Vektorsequenz entstehen daher RNA Sequenzen, deren Teilsequenzen 
miteinander hybridisieren können und dadurch dsRNA bilden. Die durch die LR-
Rekombinationsreaktion entstanden Vektoren wurden, um Sequenzmutationen 
auszuschließen, ebenfalls sequenziert. In Abbildung 3.10 sind die erhaltenen Vektoren 
pUAMBN RNAi DOF1 und pUAMBN RNAi DOF2 schematisch dargestellt. Die 
ausgewählten Dof1 bzw. Dof2 Sequenzmotive sind durch ein in Mais spleißbares Intron 
des Mildew Resistance Gene a1 (Mla1) aus Gerste zweimal in entgegengesetzter 
Richtung in den Vektor eingebaut. Die Transkription dieser Sequenz wird durch einen 
Ubiquitinpromotor reguliert. Als Terminator der Transkription dient ein nos Terminator. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.11 PCR zur Analyse der Transformationsvektoren 
Dargestellt ist die ethidiumbromidvermittelte Fluoreszenz von PCR-Produkten nach 
elektrophoretischer Auftrennung in einem 1,5 % (w/v) Agarosegel (1 h, 110 V, 1 x TAE-Puffer, 
0,000025 % (v/v) EtBr). Die Zusammensetzung der Reaktionsansätze ist der Grafik zu entnehmen. 
Matrize = vergleiche Abbildung 3.10; Primer: vergleiche 2.5.1.3.3 und 2.5.1.3.4; + = der 
entsprechende Vektor bzw. Primer wurde in die Reaktion eingesetzt; - = der entsprechende Vektor 
bzw. Primer wurde nicht in die Reaktion eingesetzt; M = Größenstandard GeneRulerTM 100 bp DNA 
Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), Bandengröße von oben nach unten 1031, 900, 800, 700, 600, 
500, 400, 300, 200, 100 bp. 
Zur Kontrolle der Vektoren und zum Nachweis der Vektoren in damit transformierten 
Pflanzen wurden die unter 2.5.1.3.3 und 2.5.1.3.4 beschriebenen PCR-Systeme etabliert. 
Abbildung 3.11 stellt die Analyse der Vektoren pUAMBN RNAi DOF1 und pUAMBN 
Spur  1 2 3 4 5 6 7 8 
pUAMBN RNAi DOF1 + - + - + - + - 
Matrize 
pUAMBN RNAi DOF2 - + - + - + - + 
Primer 658 + + - - + + - - 
Primer 659 - - + + - - + + 
Primer 643 + + + + - - - - 
Primer 
Primer 645 - - - - + + + + 
M 
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RNAi DOF2 durch dieses PCR-System dar. Gezeigt ist die ethidiumbromidvermittelte 
Fluoreszenz der PCR-Produkte nach elektrophoretischer Auftrennung. In die PCR 
wurden die Vektorpräparationen aus jeweils zwei Klonen als Matrize eingesetzt. Die 
Spuren 1, 3, 6 und 8 zeigen die resultierenden PCR-Produkte einer Größe zwischen 200 
bp und 300 bp. Das Ergebnis deckt sich mit der Erwartung, nach der die PCRs mit 
pUAMBN RNAi DOF1 Vektoren als Matrize Produkte einer Größe von 248 bp und die 
pUAMBN RNAi DOF2 Vektoren als Matrize Produkte einer Größe 249 bp 
amplifizieren sollten. Die Spuren 2 und 4 bzw. 5 und 7 zeigen keine Produkte bei PCR-
Reaktionen mit für die eingesetzten Vektoren nicht passenden Primersystemen. 
3.2.2 Transformation von Maiskalli 
Aus Hi II Pflanzen (A188xB73) wurden stabile Maiskalluskulturen etabliert (2.17.2) 
und auf eine Transformation durch Partikelbombardement vorbereitet (2.17.3). Für die 
Transformation der Maiskalli durch Partikelbombardement wurden Goldpartikel 
(2.17.4) mit den zu transformierenden Vektoren beschichtet (2.17.5). Die beladenen 
Goldpartikel wurden zur Vorbereitung der Transformation auf Macrocarriern 
immobilisiert (2.17.6). Jeder der Vektoren pUAMBN RNAi DOF1 und pUAMBN 
RNAi DOF2 wurde in einer 3:1 Mischung mit dem Resistenzvektor C20, der eine 
Basta-Resistenz trägt, in drei Partikelbombardements von jeweils etwa 30 Maiskalli 
eingesetzt (2.17.7). Aus den transformierten Maiskalli wurden stabile Transformanden 
selektiert (2.17.8) und regeneriert (2.17.9). 
Von den ursprünglich neunzig mit den Vektoren pUAMBN RNAi DOF1 und 
pUAMBN RNAi DOF2 transformierten Maiskalli konnten etwa vierzig stabil 
transformierte Pflanzen selektiert werden. Die Regeneration der Pflanzen war jedoch 
wenig erfolgreich. Nur fünf der mit dem Vektor pUAMBN RNAi DOF2 
transformierten Pflanzen überlebten, alle anderen Maispflanzen sind eingegangen. 
Abbildung 3.12 zeigt das Ergebnis der PCR Analyse (2.5.1.3.4) der fünf verbliebenen 
transformierten Maispflanzen. Die Spuren 1 bis 10 zeigen jeweils eine Bande einer 
Größe zwischen 250 bp und 300 bp, die den erwarteten Produkten der PCR-Reaktionen 
mit den Primersystemen Primer 658 - Primer 645 zwei einer Größe von 245 bp und 
Primer 659 - Primer 645 zwei einer Größe von 245 bp entsprechen. Wie in Abbildung 
3.10 gezeigt sind diese Primersysteme so gewählt, dass jeweils eine der zueinander in 
invertierter Richtung eingebauten Dof2 Sequenzen als Matrize dient. Es konnte 
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nachgewiesen werden, dass der Vektor pUAMBN RNAi DOF2 in allen fünf Pflanzen 
vollständig vorlag. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.12 PCR zur Identifizierung von RNAi DOF2-Mutanten 
Dargestellt ist die Ethidiumbromid (EtBr) vermittelte Fluoreszenz von PCR-Produkten nach 
elektrophoretischer Auftrennung in einem 1 % (w/v) Agarosegel (1 h, 110 V, 1 x TAE-Puffer, 
0,000025 % (v/v) EtBr). Die Zusammensetzung der Reaktionsansätze ist der Grafik zu entnehmen. 
Probe = es wurden, wie durchnummeriert, fünf verschiedene Pflanzen auf die Insertion des Vektors 
pUAMBN RNAi DOF2 getestet; Primer: vergleiche 2.5.1.3.4; + = die entsprechende 
Primerkombination wurde in die Reaktion eingesetzt; - = die entsprechende Primerkombination 
wurde nicht in die Reaktion eingesetzt; M = Größenstandard GeneRulerTM 50 bp DNA Ladder (MBI 
Fermentas, St. Leon-Rot), Bandengröße von oben nach unten 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 
300, 250, 200, 150, 100, 50 bp. 
3.2.3 Analyse der RNAi Dof2 Mutanten 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die stabil transformierten, regenerierten Pflanzen 
den vollständigen pUAMBN Vektor trugen, wurde die Menge des Transkriptes der 
transgenen Dof2 Sequenz bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass in zwei der fünf 
Pflanzen das Transkript der Dof2 Sequenz, die in dem Vektor pUAMBN RNAi DOF2 
zweimal in invertierter Richtung vorliegt, deutlich exprimiert wird, während die 
anderen keine Transkription der entsprechenden Sequenz zeigen. Die Ergebnisse des 
Experiments sind in Abbildung 3.13 gezeigt. 
Im Weiteren wurde die Menge an vorliegender Pepc und Dof2 mRNA über Real-Time-
PCR analysiert. Die hier nicht dargestellten Ergebnisse zeigten, dass mit den 
verwendeten Primersystemen weder in RNA Präparationen aus der Wurzel noch aus 
Präparationen aus dem Stamm oder Blättern der fünf Transformanden im Vergleich mit 
Wildtyppflanzen Veränderungen im Transkriptionsmuster der beiden Gene auftraten. 
 
Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Pflanze 1 2 3 4 5 
658 - 645 + - + - + - + - + - 
Primer 
659 - 645 
M 
- + - + - + - + - + 
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Abbildung 3.13 Abundanz der pUAMBN RNAi DOF2 Vektor Transkripte in verschiedenen 
Transformanden 
Dargestellt ist das Ergebnis der Analyse der mRNA-Menge der mRNA-Sequenz, die der im 
pUAMBN RNAi DOF2 Vektor (siehe Abbildung 3.10) klonierten Dof2 Teilsequenz entspricht, in 
verschiedenen RNAi DOF2 Mutanten durch Real-Time-PCR (2.5.3.9, siehe Abbildung 3.12). Vor der 
Probenentnahme wurden die Pflanzen 8 h belichtet. Die Fehlerbalken zeigen die experimentelle 
Standardabweichung. 
Obwohl die klonierten RNAi Vektoren durch Partikelbombardement in die DNA der 
Pflanzen integriert werden konnten, zeigen die wenigen regenerierten RNAi Dof2 
Pflanzen in Real-Time-PCR-Analysen mit Primern, die für die kodierende Sequenz 
spezifisch sind, keine Effekte bezüglich der Transkription von DOF2 oder PEPC in 
irgendeinem Gewebe. 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 3 Pflanze 4 Pflanze 5
ERGEBNISSE 89
 
 
3.3 Identifizierung von Maismutanten mit Defekten im C4-Zyklus 
3.3.1 Sichtung einer Maispopulation 
Um in einer transposonmutierten Maispopulation Pflanzen zu identifizieren, die einen 
Defekt im C4-Stoffwechsel zeigen, wurde eine Sichtung in Hinblick auf eine 
Veränderung in der Aufnahme des Kohlenstoffisotops 13C durch die Pflanzen 
durchgeführt (2.16). C3-Pflanzen mit δ13C-Werten um -27 diskriminieren wesentlich 
stärker gegen 13C als C4-Pflanzen mit δ13C-Werten im Bereich von -13. Besitzt eine 
Maispflanze einen δ13C-Wert der kleiner ist als -13, deutet das darauf hin, dass die 
Pflanze ihre C4-stoffwechseltypischen Eigenschaften verloren hat. In Vorversuchen 
wurde der δ13C-Wert von Mischungen von Maisblattmaterial und Blattmaterial der C3-
Pflanze Gerste bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Probe, bestehend aus 
einer Mischung von Mais- und Gersteblattgewebe in einem Verhältnis 3:1, anhand des 
δ13C-Wertes von etwa -18 eindeutig von reinen Maisblattgewebeproben unterschieden 
werden kann. Um das Probenaufkommen bei der Sichtung einer umfassenden 
Population zu verringern müssen daher nicht Einzelpflanzen analysiert werden. Auch 
die Bestimmung der δ13C-Werte von Blattmaterialmischungen lässt Rückschlüsse 
darauf zu, ob eine der in der Mischung repräsentierten Pflanzen einen vom Normalwert 
abweichenden δ13C-Wert aufweist. 
In den Sommern 2001 und 2002 wurden insgesamt 18300 Maispflanzen, je zehn Samen 
aus 1830 verschiedenen Familien, aus der Population KB 7320 des MPI für 
Züchtungsforschung Köln im Freilandversuch ausgepflanzt. Wie unter 2.16.1 
beschrieben wurde Blattmaterial dreier Pflanzen einer Familie vereinigt. Von jeweils 
drei Blattprobenmischungen einer Familie wurde der 13C-Kohlenstoffisotopengehalt 
bestimmt. Ausgehend von den Vorversuchen wurden δ13C-Werte kleiner -16 als 
auffällig eingestuft. Von auffälligen Familien wurden erneut zehn Samen ausgepflanzt. 
Bei der zweiten Sichtung einer Familie wurden zur Identifizierung einzelner Mutanten 
Blattproben von einzelnen Pflanzen, keine Blattprobenmischungen, in die Messung des 
Kohlenstoffisotops 13C eingesetzt. Nach der Sichtung der ersten im Jahr 2001 
ausgepflanzten 864 Familien zeigten nur wenige Familien der Definition entsprechende 
Auffälligkeiten. Aus diesem Grunde wurde das angelegte Kriterium überdacht und neu 
definiert. Familien, deren Messwerte um mehr als eins kleiner waren als der Mittelwert 
abzüglich der Standardabweichung der jeweiligen Messung, wurden daraufhin näher 
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betrachtet. Von den 1830 verschiedenen Familien zeigten 107 Familien diesem 
Kriterium entsprechende Auffälligkeiten. 1706 Einzelpflanzen wurden ausgepflanzt und 
ihr δ13C-Wert bestimmt. In 7 Familien traten wiederholt Individuen auf, die stärker 
gegen das Kohlenstoffisotop 13C diskriminierten als Vergleichspflanzen. Häufig zeigten 
Pflanzen dieser Familien zum Zeitpunkt der Probenentnahme hell gestreifte Blätter, die, 
je nach Familie, in der Ontogenese der Pflanze komplett ergrünten. Bei der Messung 
von jeweils etwa 30 Einzelpflanzen der auffälligen Familien konnte keine Pflanze 
identifiziert werden, die in mehreren Messungen unabhängiger Blattproben einen 
ungewöhnlichen δ13C-Wert zeigte. Um zu untersuchen, ob der gezeigte Phänotyp, der 
bereits 1929 als Argentiamutation beschrieben wurde (Eyster, 1929; Neuffer et al., 
1997), im Zusammenhang mit den auffälligen δ13C-Werten steht, wurden jeweils 10 
Pflanzen dreier verschiedener Argentialinien (904D, 2001-2855-3 2841-8, W22/M14 
ACR / C, ux, ar; 904D, 2001-2841-1, C, ux, ar; 908A, 94-1636-5, C, ux, da, ar; Maize 
Genetics Cooperation - Stock Center, Department of Crop Sciences, University of 
Illinois) analysiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.14 Ergebnisse der Analyse der Diskriminierung verschiedener Pflanzen gegen das 
schwere Isotop des Kohlenstoffes 13C 
Dargestellt ist der δ13C-Wert von Laubblattproben verschiedener Pflanzen bestimmt durch 
Massenspektrometrie (2.16). Wildtyp = Pflanzen der Familie GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; 
Mutante = Pflanzen der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert. Die Bestimmung des δ13C-
Werts erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Hilmar Förstel, Forschungszentrum Jülich (2.16). 
Die Pflanzen stammen aus dem Grid G Projekt des Departments of Biological Sciences, Stanford 
University (2.14). Die Fehlerbalken zeigen die biologische Standardabweichung unterschiedlicher 
Pflanzen in unabhängigen Experimenten. In der Grafik sind die Messwerte aller sechzehn 
untersuchten Pflanzen der Familie GR25C10 zusammengefasst. Drei Pflanzen konnten als Mutanten, 
13 als Pflanzen ohne auffälligen δ13C-Wert identifiziert werden. 
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Keine der Pflanzen zeigte Veränderungen in der Diskriminierung gegen das 13C-Isotop. 
Da keine der auffälligen Pflanzen der Population KB 7320 reproduzierbare δ13C-Werte 
zeigte, wurde die Untersuchung der entsprechenden Familien aufgegeben. 
Parallel zu den Pflanzen der Population KB 7320 wurden vier Pflanzen aus vier 
Familien des Grid G Projektes (2.14) in die δ13C-Messungen einbezogen, da sie sich, 
wie in Abbildung 3.15 gezeigt, in der Größe von anderen Pflanzen der gleichen 
Population des selben Alters deutlich unterschieden. Eine der Pflanzen der Familie 
GR25C10 zeigte auch nach wiederholter Messung derselben Probe und nach erneuter 
Probenentnahme δ13C-Werte von etwa -16. Bisher konnten 16 Pflanzen der auffälligen 
Familie analysiert werden. Davon zeigten, wie in Abbildung 3.14 dargestellt, drei 
Pflanzen reproduzierbar einen δ13C-Wert von etwa -16, während die anderen 13 
Pflanzen der Familie den für Mais normalen δ13C-Wert von -13 zeigten. 
3.3.2 Fisher-Yates-Test 
Die Wahrscheinlichkeit, dass die Mutation, die in den Mutanten der Familie GR25C10 
eine Erhöhung des δ13C-Wertes bedingt, über einen monogen rezessiven Erbgang 
(Verhältnis Mutanten zu Wildtyppflanzen 1:3) vererbt wird, beträgt p = 0,303. Dafür, 
dass es sich um einen Erbgang mit einem dominanten und einem rezessiv vererbten 
mutierten Allel handelt (Verhältnis Mutante zu Wildtyp 3:13), beträgt die 
Wahrscheinlichkeit p = 0,346. Für beide Hypothesen ist der Wert p größer als der der 
Überschreitungswahrscheinlichkeit 0,022. Dieser Vergleichswert, der eine Annahme 
der getesteten Hypothesen zulässt, ist dem Tabellenwerk nach Bradley (Bradley, 1968) 
aus Finney (Finney et al., 1963) entnommen. 
Die Ergebnisse des Fischer-Yates-Tests weisen darauf hin, dass die Vererbung der 
Mutation sowohl einer monogen rezessiven Segregation als auch einer Vererbung mit 
einem dominant und einem rezessiv vererbten mutierten Allel entspricht. 
Transposonmutationen sind zumeist rezessive Mutationen, das heißt, durch die Insertion 
eines Transposons in ein Gen wird dieses eher zerstört als dass es aufgrund der 
Transposoninsertion zu einer Überexpression des Gens kommt. Es ist außerdem 
unwahrscheinlich, dass durch Transposonmutagenese zwei mutierte Allele erzeugt 
werden, die beide Einfluss auf den δ13C-Wert haben und bei dem eines dominant das 
andere aber rezessiv vererbt wird. Daher wird die Hypothese, dass die Pflanzen der 
Familie GR25C10 mit einem verringerten δ13C-Wert in einem rezessiv vererbten Allel 
mutiert sind, bevorzugt. 
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3.3.3 Phänotypische Beschreibung von Pflanzen der Familie GR25C10 
Einzelne Pflanzen der Familie GR25C10 wurden in die Sichtung einer Maispopulation 
nach Pflanzen mit verringertem δ13C-Wert einbezogen, weil sie Auffälligkeiten im 
Wachstum zeigten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.15 Vergleich des Wachstums verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 
Gezeigt ist die Fotografie zweier typischer 29 Tage alter Maispflanzen der Familie GR25C10. Bei 
den Maispflanzen handelt es sich um eine Pflanze, die einen normalen δ13C-Wert besitzt (Wildtyp, 
links), und eine Pflanze mit einem verringerten δ13C-Wert (Mutante, rechts). 
Wie in Abbildung 3.15 gezeigt ist das Wachstum der Pflanzen der Familie GR25C10 
mit verringertem δ13C-Wert (im Weiteren als Mutante bezeichnet) im Vergleich mit 
dem Wachstum von Pflanzen mit normalem δ13C-Wert (im Weiteren als 
Wildtyppflanzen bezeichnet) deutlich reduziert. Während der Zeitpunkt der Keimung 
bei allen Pflanzen der Familie GR25C10 ähnlich ist, ist die Entwicklung der Mutanten 
gegenüber den Wildtyppflanzen verlangsamt. Anatomische Merkmale wie die 
Blattspreite verhalten sich bei den Mutanten wie bei einer jüngeren Wildtyppflanze. Die 
Mutanten zeigen, wie in der Abbildung 3.16 zu erkennen ist, eine deutlich schmalere 
Blattspreite als die Wildtyppflanzen. Die Blätter sind heller. Obwohl die Mutanten 
kontinuierlich wachsen, erreichen sie niemals die Größe der Wildtyppflanzen. Die 
Mutanten bilden zum selben Zeitpunkt wie die Wildtyppflanzen eine verkleinerte 
männliche und weibliche Infloreszenz aus. Bisher zeigte allerdings noch keine der 
Mutanten Fertilität. 
Wildtyp 
normaler δ13C-Wert 
Mutante 
verringerter δ13C-Wert 
10 cm 
ERGEBNISSE 93
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.16 Vergleich der Laubblätter verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 
Gezeigt sind Fotografien der Blattbasis des drittjüngsten Blattes zweier 90 Tage alter Maispflanzen 
der Familie GR25C10. Bei den Maispflanzen handelt es sich um eine Pflanze, die einen normalen 
δ13C-Wert besitzt (links), und eine Pflanze mit einem verringerten δ13C-Wert (rechts). 
3.3.4 Quantifizierung der Chloroplastenpigmente in Pflanzen der Familie 
GR25C10 
Da die Mutanten der Familie GR25C10 im Vergleich zu den Wildtyppflanzen eine 
deutlich hellere Blattfärbung zeigen, wurde der Gehalt des Blattmaterials an 
Chlorophyll a, Chlorophyll b und Carotinoiden über Extinktionsmessung eines 
Blattextraktes bestimmt (2.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.17 Vergleich der Quantität von Chloroplastenpigmenten in Blattmaterial 
verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer Quantifizierung der Chloroplastenpigmente verschiedener 
Pflanzen der Familie GR25C10 durch Extinktionsmessung (2.11). Wildtyp = Pflanze der Familie 
GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-
Wert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung unabhängiger Experimente (vergleiche 2.11). 
Von jeder Pflanze wurden vier unabhängige Proben analysiert. 
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50 µm D
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C 
100 µm 
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50 µm 
Wie in Abbildung 3.17 gezeigt ist die Menge an Chlorophyll a in der Mutante im 
Vergleich zu Wildtyppflanzen um etwa 50 %, die Menge an Chlorophyll b um etwa 
30 % und die Menge an Carotinoiden ebenfalls um etwa 50 % reduziert. Der optische 
Eindruck der Blätter konnte durch die Bestimmung der Blattpigmentmengen bestätigt 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.18 Lichtmikroskopische Aufnahmen von Laubblättern verschiedener Pflanzen der 
Familie GR25C10 
Die Abbildungen zeigen lichtmikroskopische Aufnahmen von 10 µm dicken Schnitten verschiedener 
Pflanzen der Familie GR25C10 (2.18.2). A Ausschnitt eines Blattquerschnitts einer Pflanze mit 
normalem δ13C-Wert (130 fache Vergrößerung); B Ausschnitt eines Blattquerschnitts einer Pflanze 
mit verringertem δ13C-Wert (130 fache Vergrößerung); C Ausschnitt eines Leitbündels einer Pflanze 
mit normalem δ13C-Wert (260 fache Vergrößerung); D Ausschnitt eines Leitbündels einer Pflanze 
mit verringertem δ13C-Wert (260 fache Vergrößerung). 
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3.3.5 Mikroskopische Beschreibung von Pflanzen der Familie GR25C10 
Nach der Beurteilung des Wachstums wurden die Pflanzen der Familie GR25C10 
lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch untersucht. Abbildung 3.18 zeigt 
typische lichtmikroskopische Aufnahmen von Schnitten Epoxydharz fixierter 
Blattproben (2.18.2) einer Wildtyppflanze (Abbildung 3.18 A und C) und einer Mutante 
(Abbildung 3.18 B und D). Im Vergleich der Teilabbildungen A und B ist festzustellen, 
dass die C4-typische Organisation, wie sie das Wildtypblatt (A) zeigt, in den Mutanten 
(B) erhalten ist. Insbesondere die enge Anordnung der Leitbündel, die gewährleistet, 
dass jede Mesophyllzelle mit mindestens einer Bündelscheidenzelle in Kontakt steht, ist 
gut zu erkennen. Die in den Teilabbildungen C und D gezeigten Detailvergrößerungen 
je eines Leitbündels einer Wildtyppflanze (C) und einer Mutante (D) zeigen, dass die 
Chloroplasten der Bündelscheidenzellen, wie für C4-Pflanzen des NADP-
Malatenzymtyps typisch, zum Leitbündel zentrifugal angeordnet sind. Klar zu erkennen 
ist, dass die Anzahl der Chloroplasten sowohl in den Bündelscheidenzellen als auch im 
Mesophyllgewebe der Mutante im Vergleich zur Wildtyppflanze deutlich reduziert ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.19 Vergleich der Chloroplastenanzahl in Mesophyllzellen 
Die Abbildung zeigt den Vergleich der Anzahl an Chloroplasten pro Mesophyllzelle in verschiedenen 
Pflanzen der Familie GR25C10 (2.9.3). Wildtyp = Pflanze der Familie GR25C10 mit normalem δ13C-
Wert; Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert. Es wurden mindestens 
vier verschiedene 10 µm dicke Schnitte aus unterschiedlichen Blattbereichen lichtmikroskopisch 
(2.18.1) ausgezählt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Zählung in den 
verwendeten Schnitten. 
Eine quantitative Auswertung der Chloroplastenanzahl in Mesophyllzellen einer 
Mutante und einer Wildtyppflanze in einer Vielzahl von Mikrotomschnitten von 
Blattproben ist in Abbildung 3.19 gezeigt. Während in 10 µm dicken Schnitten 
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paraffinfixierter Blattproben (2.18.1) in Mesophyllzellen der Wildtyppflanze etwa 
sieben Chloroplasten vorliegen, ist die Anzahl an Chlorplasten in den Mesophyllzellen 
der Mutante auf etwa drei reduziert. Die Anzahl der Chloroplasten ist nicht für eine 
komplette Zelle, sondern nur für einen 10 µm dickes Präparat realistisch. 
Da die Chloroplasten der Bündelscheidenzellen der Wildtyppflanze zu dicht gepackt 
sind, um sie lichtmikroskopisch auszählen zu können, konnte die Chloroplastenanzahl 
in den Bündelscheiden der Wildtyppflanze und der Mutante nicht exakt verglichen 
werden. Beim Betrachten der Abbildung 3.18 C und Abbildung 3.18 D wird jedoch sehr 
deutlich, dass die Chloroplastendichte auch in den Bündelscheidenzellen der Mutante 
im Vergleich zum Wildtyp um mindestens 50 % reduziert ist. Gerade die hohe Dichte 
an Chloroplasten in der Bündelscheide ist aber eine C4-typische Eigenschaft. 
Das Ergebnis, dass die Chloroplastenanzahl in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen in 
Mutanten der Familie GR25C10 verringert ist, entspricht dem Ergebnis, dass die 
Blattpigmentmenge in Blattgewebe der Mutante im Vergleich zu der 
Blattpigmentmenge in Blattgewebe der Wildtyppflanze reduziert ist (3.3.4). 
In den Bündelscheiden- und Mesophyllzellen von C4-Pflanzen des NADP-
Malatenzymtyps kommen zwei unterschiedliche Chloroplastentypen vor. 
Mesophyllzellen enthalten häufig normal ausgebildete, Zellen der Gefäßbündelscheide 
dagegen agranale Chloroplasten. Abbildung 3.20 zeigt elektronenmikroskopische 
Aufnahmen indikativer Bündelscheiden- und Mesophyllchloroplasten einer 
Wildtyppflanze und einer Mutante der Familie GR25C10. Der Vergleich der Abbildung 
3.20 A und Abbildung 3.20 B macht deutlich, dass die Mesophyllchloroplasten der 
Mutante (B) eine zum Wildtyp (A) veränderte Form aufweisen. Während die 
Chloroplasten des Wildtyps die typische spindelförmige Form mit an der Längsachse 
der Spindel ausgerichteten Stromathylakoiden besitzen, sind die Chloroplasten der 
Mutante eher rund, die Stromathylakoide sind ungeordnet. Abbildung 3.20 C und 
Abbildung 3.20 D zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
Bündelscheidenchloroplasten einer Wildtyppflanze (C) und einer Mutante (D). Es ist 
deutlich zu erkennen, dass sowohl die Anzahl und Größe der Assimilationsstärkekörner 
im Chloroplastenstroma als auch die Anzahl der Stromathylakoide in den 
Bündelscheidenchloroplasten der Mutante im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist. Die 
Bündelscheidenchloroplasten der Mutante sind mit den umgebenden Chloroplasten 
deutlich weniger verzahnt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen demnach 
deutlich, dass die Morphologie sowohl der Mesophyll- als auch der 
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Bündelscheidenchloroplasten in den Mutanten der Familie GR25C10 im Vergleich zu 
den Wildtyppflanzen auffällig verändert ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.20 Vergleich von Mesophyll- und Bündelscheidenchloroplasten 
Die Abbildung zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen (2.18.2) von Chloroplasten aus 
Mesophyll- und Bündelscheidenzellen aus verschiedenen Pflanzen der Familie GR25C10. A 
Chloroplast aus einer Mesophyllzelle einer Pflanze mit normalem δ13C-Wert (13000 fache 
Vergrößerung); B Chloroplast aus einer Mesophyllzelle einer Pflanze mit verringertem δ13C-Wert 
(16000 fache Vergrößerung); C Chloroplast aus einer Bündelscheidenzelle einer Pflanze mit 
normalem δ13C-Wert (11000 fache Vergrößerung); D Chloroplast aus einer Bündelscheidenzelle 
einer Pflanze mit verringertem δ13C-Wert (17000 fache Vergrößerung). L = Lipidtröpfchen; Str = 
Stromathylakoide; S = Assimilationsstärkekörner; G = Granathylakoide 
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3.3.6 Bestimmung des Stärkegehaltes des Blattgewebes verschiedener Pflanzen 
der Familie GR25C10 
Aufgrund der Unterschiede in der Anzahl der Assimilationsstärkekörner in den 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Bündelscheidenchloroplasten von Mutante 
und Wildtyp der Familie GR25C10 wurde die Gesamtstärkemenge des Blattgewebes 
der Pflanzen bestimmt (2.9.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.21 Vergleich des Stärkegehaltes des Blattgewebes verschiedener Pflanzen der Familie 
GR25C10 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer Quantifizierung des Stärkegehaltes verschiedener Pflanzen 
der Familie GR25C10 (2.9.3). Wildtyp = Pflanze der Familie GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; 
Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung unabhängiger Experimente. Von jeder Pflanze wurden drei unabhängige Proben 
analysiert. 
Abbildung 3.21 zeigt die Ergebnisse dieser Quantifizierung. Es konnte nachgewiesen 
werden, dass in der Mutante etwa 40 % weniger Stärke vorliegt als in der 
Wildtyppflanze. Dieses Ergebnis entspricht der Auswertung der 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 3.20 C und Abbildung 3.20 D), in 
denen die Mutante im Vergleich zur Wildtyppflanze in den 
Bündelscheidenchloroplasten deutlich weniger Assimilationsstärkekörner zeigt. 
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3.3.7 Bestimmung der Photosyntheseleistung und des apparenten CO2-
Kompensationspunktes von Pflanzen der Familie GR25C10 
Um die Photosyntheseleistung verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 beurteilen 
zu können, wurde die Photosyntheserate einer Mutante und einer Wildtyppflanze bei 
verschiedenen CO2-Konzentrationen ermittelt (2.12). Während die Wildtyppflanze bei 
einer ambienten CO2-Konzentration von 400 ppm eine normale Photosyntheserate von 
etwa 28 µmol m-2s-1 erreicht, zeigt die Mutante über das gesamte Spektrum der 
vorgegebenen CO2-Konzentrationen hinweg nur etwa 15 % der Photosyntheserate der 
Wildtyppflanze. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.22 Ergebnisse der Messung der Photosyntheserate verschiedener Maispflanzen 
Dargestellt sind die Photosyntheseraten verschiedener Maispflanzen der Familie GR25C10 bei 
vorgegebenen ambienten CO2-Konzentrationen gemessen mit dem LI-COR Portable Photosynthesis 
System 6400 mit der Leaf Chamber Fluorometer 6400-40 (2.12). Wildtyp = Pflanze der Familie 
GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-
Wert; A = Photosyntheserate in µmol m-2s-1; ppm CO2 = parts per million Kohlenstoffdioxid. Die aus 
den aufgetragenen Daten errechneten apparenten CO2-Kompensationspunkte der beiden Pflanzen 
sind mit einem x gekennzeichnet, x = Wildtyp (bei 8 ppm CO2); x = Mutante GR25C10 (bei 42 ppm 
CO2). Folgende Parameter wurden bei der Messung konstant gehalten: Luftstrom (F) = 500 µmol s-1; 
Blatt-Temperatur 27°C; Quantendurchflussmenge = 1500 µmol m-2 s-1; gemessene Blattfläche (S) = 2 
cm2; stomatale Ratio (K) = 0,5; Blattkammer Lüftung = slow; umgebende Luftfeuchtigkeit = ~40 %. 
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung unabhängiger Experimente an unterschiedlichen 
Tagen mit denselben Pflanzen. 
Aus den A/Ci-Kurven der Messungen der Photosyntheseraten wurde der apparente 
CO2-Kompensationspunkt (Г) der Pflanzen bestimmt. Am CO2-Kompensationspunkt 
sind der CO2-Verbrauch der Photosynthese und die CO2-Produktion durch die 
Photorespiration und Respiration gleich. Für die Mutante wurde ein apparenter CO2-
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Kompensationspunkt von etwa 40 ppm, für die Wildtyppflanze ein apparenter CO2-
Kompensationspunkt von 8 ppm ermittelt. Eine Tabakpflanze, als Beispiel für eine C3-
Pflanze, zeigte unter identischen Bedingungen einen apparenten CO2-
Kompensationspunkt von 80 ppm (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Werte für den CO2-
Kompensationspunkt der Wildtyppflanze und der C3-Pflanze sind im Vergleich zu den 
Literaturwerten (1.2) leicht erhöht, was auf die spezifischen Bedingungen während der 
Messung zurückzuführen ist. Deutlich ist jedoch der Unterschied zwischen der 
Wildtyppflanze und der Mutante, die einen Kompensationspunkt zeigt, der zwischen 
dem einer C3- und einer C4-Pflanze liegt. 
Der erhöhte apparente CO2-Kompensationspunkt der Mutante im Vergleich zur 
Wildtyppflanze deutet wie auch der verringerte δ13C-Wert (3.3.1, Abbildung 3.14) 
daraufhin, dass der Mechanismus der C4-Photosynthese geschädigt ist. 
3.3.8 Bestimmung der primären Fixierungsprodukte verschiedener Pflanzen der 
Familie GR25C10 
Bei der Kurzzeitmarkierung photosynthetischer Intermediärprodukte mit 14CO2 im Blatt 
einer C4-Pflanze bei stationärer Photosyntheseaktivität tritt als erstes nachweisbares 
Fixierungsprodukt Malat auf, nicht wie bei C3-Pflanzen 3-Phosphoglycerat. Dieses 
Resultat begründet die Unterscheidung von C3-Pflanzen und C4-Pflanzen (1.2). 
Um die primären Fixierungsprodukte der Pflanzen der Familie GR25C10 zu bestimmen, 
wurden Blattscheiben von einer Mutante und zwei Wildtyppflanzen für 10 Sekunden 
mit radioaktivem 14CO2 inkubiert (2.9.1). Die radioaktiv markierten löslichen 
Metaboliten wurden extrahiert. Über Szintillationsmessung wurden die in den Proben 
stattfindenden Zerfälle pro Minute als Maß für die Menge an markierten löslichen und 
unlöslichen Metaboliten bestimmt. Wie im linken Teil der Abbildung 3.23 gezeigt 
liegen die meisten 14C-markierten Fixierungsprodukte sowohl in der Mutante als auch 
im Wildtyp als lösliche Metaboliten vor. Nur ein kleiner Teil des markierten 
Kohlenstoffs ist in unlösliche Metaboliten eingebaut. In der Mutante liegen etwa 25 % 
weniger markierte Metaboliten vor als in der Wildtyppflanze. Zusätzlich wurde zum 
Vergleich der Mengen an primären Fixierungsprodukten in Mutante und Wildtyp eine 
Probe der löslichen Metabolitfraktion über Dünnschichtchromatographie aufgetrennt 
(2.9.1.3). Die radioaktiven Signale wurden über eine Autoradiographie sichtbar gemacht 
und über eine Bildanalysesoftware densitometrisch ausgewertet (2.19.2). Wie im 
rechten Teil der Abbildung 3.23 gezeigt ist der relative Anteil 14C-markierten Malats an 
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der Gesamtmenge der löslichen Metaboliten der Mutante vergleichbar mit dem der 
Wildtyppflanze. Außer Malat konnte in beiden Pflanzen vor allem Aspartat als ein 
weiteres der primären Fixierungsprodukte nachgewiesen werden (nicht gezeigt). 
Obwohl die Mutante in der vorgegebenen Zeit weniger 14CO2 fixierte als die 
Wildtyppflanze, wurde von ihr der gleiche Prozentsatz des fixierten 14C in Malat 
umgewandelt wie von der Wildtyppflanze. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.23 Identifizierung von primären CO2-Fixierungsprodukten 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse von Versuchen zur Identifizierung von primären CO2-
Fixierungsprodukten in verschiedenen Pflanzen der Familie GR25C10 (2.9.1). Die Menge an 
radioaktiv markierten löslichen Metaboliten ist der Menge der unlöslichen Fixierungsprodukte 
gegenübergestellt (links), außerdem ist der Anteil von Malat an der Gesamtmenge der löslichen 
Metaboliten gezeigt. Die Pflanzen wurden vor der Isolierung der Metaboliten 8 h belichtet. 
GR25C10. Wildtyp = Pflanze der Familie GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mutante = Pflanze der 
Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert; CPM = counts per minute. Die Fehlerbalken zeigen 
die experimentelle Standardabweichung. Die Ergebnisse konnten in unabhängigen Experimenten 
verifiziert werden. 
3.3.9 Abundanz der Transkripte C4-spezifischer Enzyme verschiedener Pflanzen 
der Familie GR25C10 
Um weitere Anhaltspunkte für die Art der Schädigung der Mutanten der Familie 
GR25C10 zu erhalten, wurde die Akkumulation der Transkripte C4-typischer Enzyme in 
verschiedenen Pflanzen der Familie GR25C10 nach 8 h Belichtung über Real-Time-
PCR ermittelt (2.5.3). Wie in Abbildung 3.24 dargestellt werden in der Mutante wie im 
Wildtyp Transkripte für die enzymatischen Komponenten CA, PEPC, MDH, ME, 
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RuBisCo und PPDK des C4-Stoffwechsels gebildet. Beim Vergleich der 
Transkriptmengen fällt auf, dass die Transkripte für CA, MDH und PPDK in der 
Mutante stärker akkumulieren. In der Mutante liegen etwa 50 % mehr Transkripte der 
Enzyme CA und PPDK vor. Die Transkriptmenge von MDH ist um etwa 100 % 
gesteigert. Die Enzyme CA, MDH und PPDK sind alle in Mesophyllzellen lokalisiert. 
Das Transkript für die kleine Untereinheit der RuBisCo akkumuliert dagegen in der 
Mutante etwas 40 % schwächer als im Wildtyp. Für PEPC und ME konnte in der 
Mutante im Vergleich zum Wildtyp unter den gegebenen Bedingungen keine 
Veränderung der Transkriptmenge festgestellt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.24 Abundanz der Transkripte verschiedener C4-spezifischer Enzyme in Pflanzen der 
Familie GR25C10 
Dargestellt ist eine Übersicht über die Transkriptabundanz der wichtigsten an der CO2-Fixierung des 
C4-NADP-Malatenzymtyps in Mais beteiligten Enzyme in verschiedenen Pflanzen der Familie 
GR25C10 nach 8 h Belichtung durch Real-Time-PCR (2.5.3). Die Messwerte der verschiedenen 
Pflanzen sind auf den Standard GAPDH bezogen (siehe 2.5.3). Wildtyp = Pflanze der Familie 
GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-
Wert; CA = Carboanhydrase; MDH = Malatdehydrogenase; ME = Malatenzym; PEPC = 
Phosphoenolpyruvatcarboxylase; PPDK = Pyruvat-Pi-Dikinase; RuBisCo = kleine Untereinheit der 
Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase; siehe auch Abbildung 1.1. Die Fehlerbalken 
zeigen die experimentelle Standardabweichung. Die Ergebnisse wurden in unabhängigen 
Experimenten verifiziert. Bei den Proben Mutante Probe 1 und Mutante Probe 2 handelt es sich um 
zwei unabhängige Proben einer Pflanze, bei den Proben Wildtyp 1 und Wildtyp 2 um Mischungen 
aus Proben je dreier Wildtyppflanzen. Die Einheiten der Y-Achse sind willkürlich gewählt und 
stellen nicht die Verhältnisse der Transkripte zueinander dar. 
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3.3.10 Bestimmung der Menge an RuBisCo und PEPC in Proteinextrakten 
verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 
Zusätzlich zur Abundanz der Transkripte von PEPC und der kleinen Untereinheit der 
RuBisCo wurde die vorliegende Menge an Genprodukten in Proteinrohextrakten aus 
Blattproben verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 über SDS-Gelelektrophorese 
und anschließender densitometrischer Auswertung der Bildsignale über eine 
Bildanalysesoftware (2.19.3) bestimmt. Sowohl das mesophyllspezifische Enzym PEPC 
als auch die große Untereinheit des bündelscheidenspezifischen Enzyms RuBisCo sind 
in Proteinrohextrakten so abundant, dass sie ohne Antikörper-Nachweis sichtbar sind 
und bei geeigneter Lademenge auf einem SDS-Gel die einzigen sichtbaren Banden 
darstellen. 
Wie in Abbildung 3.25 gezeigt ist das Verhältnis der Menge an der großen Untereinheit 
der RuBisCo und PEPC in der Mutante und der Wildtyppflanze vergleichbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.25 Vergleich der PEPC und RuBisCo Mengen in Proteinrohextrakten verschiedener 
Pflanzen der Familie GR25C10 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer Mengenanalyse von PEPC und RuBisCo in einem 
Gesamtproteinrohextrakt verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10. Die Proteinproben stammen 
aus Pflanzen, die vor Probenentnahme 8 h belichtet wurden (2.8.1). A Gezeigt ist eine SDS-
gelelektrophoretische Auftrennung (5 % (w/v) Sammelgel, 10 % (w/v) Trenngel) von 
Gesamtproteinrohextrakten (2.8.1). W = Pflanze der Familie GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mu 
= Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert; M = Größenstandard Protein Ladder 10 
- 200 kDa DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), Bandengröße von oben nach unten 200, 150, 
120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30 kDa. B Gezeigt ist die quantitative Auswertung der Bildsignale 
verschiedener SDS-Gelelektrophoresen von Proteinrohextrakten verschiedener Pflanzen der Familie 
GR25C10 (2.19.3). Die PEPC-Signale (siehe A bei etwa 110 kDa) und die RuBisCo-Signale (siehe A 
bei etwa 52 kDa) der einzelnen Proteinbanden wurden aufeinander bezogen. Die Fehlerbalken zeigen 
die Standardabweichung der Analyse unabhängiger Experimente. 
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3.3.11 Bestimmung der PEPC Aktivität in Proteinrohextrakten verschiedener 
Pflanzen der Familie GR25C10 
Neben der in der Mutante und dem Wildtyp vorliegenden Menge an PEPC wurde auch 
die Aktivität des Enzyms in einem Proteinrohextrakt (2.8) bestimmt. Wie in Abbildung 
3.26 gezeigt entspricht die Proteinaktivität der PEPC in der Mutante der im Wildtyp. 
Demnach konnte für die Mutante im Vergleich zur Wildtyppflanze für PEPC weder 
Unterschiede in der Transkriptmenge (Abbildung 3.24) noch in der Menge an 
vorliegendem Protein (Abbildung 3.25) oder der Proteinaktivität (Abbildung 3.26) 
festgestellt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.26 Vergleich der PEPC Proteinaktivität verschiedener Pflanzen der Familie 
GR25C10 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer PEPC Proteinaktivitätsmessung verschiedener Pflanzen der 
Familie GR25C10 (2.8). Die Proteinproben stammen aus Pflanzen, die vor Probenentnahme 8 h 
belichtet wurden. Wildtyp = Pflanze der Familie GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mutante = 
Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert. Die Enzymaktivität wurde mit einem 
Uvikon Spectrophotometer 930, Kontron Instruments, Neufahrn gemessen (Wellenlänge: 340 nm, 
Inkubationszeit: 0, Probenmesszeit: 1 sec, Messdauer 8-mal 0,7 min). Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung unabhängiger Experimente. 
3.3.12 Abundanz der cab-m7 Transkripte in verschiedenen Pflanzen der Familie 
GR25C10 
Da bisher nur Komponenten der Dunkelreaktion untersucht worden waren sollte 
überprüft werden, ob Transkripte von Genen der Lichtreaktion in Mutanten der Familie 
GR25C10 normal akkumulieren. Beispielhaft wurde die Abundanz der cab-m7 
Gentranskripte in einer Mutante und einer Wildtyppflanze über Real-Time-PCR 
bestimmt (2.5.3.8). Das Gen cab-m7 der chlorophyll a- and b-binding (cab) 
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Proteinfamilie des Photosystems II ist lichtinduziert und wird in Mais fast 
ausschließlich im Mesophyll exprimiert (Bansal et al., 1992). Abbildung 3.27 zeigt die 
Ergebnisse der Analysen. Es wird deutlich, dass in den Mutantenproben etwa doppelt so 
viel cab-m7 Transkripte vorliegt wie den Wildtypproben. Die Ergebnisse weisen darauf 
hin, dass die Lichtreaktion in den Mutanten der Familie GR25C10 verändert sein 
könnte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3.27 Ergebnisse einer Quantifizierung der cab-m7 mRNA aus Pflanzen der Familie 
GR25C10 
Dargestellt ist das Ergebnis der Bestimmung der Transkriptabundanz des chlorophyll a- and b- 
binding Protein (cab-m7) aus Mais in verschiedenen Pflanzen der Familie GR25C10 nach 8 h 
Belichtung durch Real-Time-PCR (2.5.3.8). Die Messwerte der verschiedenen Pflanzen sind auf den 
Standard GAPDH bezogen (siehe 2.5.3). Wildtyp = Pflanze der Familie GR25C10 mit normalem 
δ13C-Wert; Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit verringertem δ13C-Wert. Die Fehlerbalken 
zeigen die experimentelle Standardabweichung. Die Ergebnisse wurden in unabhängigen 
Experimenten verifiziert. Bei den Proben Mutante Probe 1 und Mutante Probe 2 handelt es sich um 
zwei unabhängige Proben einer Pflanze, bei den Proben Wildtyp 1 und Wildtyp 2 um Mischungen 
aus Proben je dreier Wildtyppflanzen. 
3.3.13 Bestimmung der Mengen wichtiger Metaboliten im Blattmaterial von 
Pflanzen der Familie GR25C10 
Als Ergänzung der Analyse der Abundanz der Transkripte verschiedener Enzyme des 
C4-Stoffwechsels (3.3.9) wurde die Menge wichtiger Metaboliten in Mutanten und 
Wildtyppflanzen der Familie GR25C10 bestimmt. Abbildung 3.28 zeigt die Ergebnisse 
der Bestimmung der Mengen der Metaboliten in Blattmaterial der Pflanzen durch 
gekoppelte Enzymassays (2.9.2). Während die Blattproben der Mutante nur etwa 20 % 
des Malatgehaltes aufweisen, der in Blattproben aus Wildtyppflanzen nachweisbar ist, 
ist der PYR-Gehalt mehr als doppelt so hoch und der PEP-Gehalt um 20 % erhöht. 
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Abbildung 3.28 Bestimmung der Mengen verschiedener Metaboliten in Blattmaterial von Pflanzen 
der Familie GR25C10 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse von Versuchen zur Bestimmung des Malat-, Pyruvat- und PEP-
Gehaltes in Blättern verschiedener Pflanzen der Familie GR25C10 (2.9.2). Wildtyp = Pflanze der 
Familie GR25C10 mit normalem δ13C-Wert; Mutante = Pflanze der Familie GR25C10 mit 
verringertem δ13C-Wert. Die Proben wurden nach 8 h Belichtung der Pflanzen entnommen. Die 
Pflanzen wurden zum Zeitpunkt der Probenentnahme schon 30 Tage nicht mehr künstlich sondern 
nur durch natürliches Sonnenlicht belichtet. Die Fehlerbalken zeigen die experimentelle 
Standardabweichung. Die Ergebnisse konnten in unabhängigen Experimenten verifiziert werden. 
3.3.14 Bestimmung der Transposoninsertionsstellen in Mutanten der Familie 
GR25C10 
Nachdem die Mutanten der Familie GR25C10 im Hinblick auf C4-spezifische 
Transkriptions- und Stoffwechseleigenschaften umfassend beschrieben wurden, sollte 
im Weiteren der genetische Defekt, der wahrscheinlich durch die Insertion des 
Transposons RescueMu in ein Gen bedingt ist (3.3.2), identifiziert werden. Dazu 
wurden aus der DNA einer Mutante der Familie GR25C10 eine RescueMu-
Plasmidbibliothek (2.14.1) und mehrere Adaptorbanken (2.15) erstellt. 
Um eine RescueMu-Plasmidbibliothek zu erstellen, wurde die genomische DNA einer 
Mutante der Familie GR25C10 mit den Restriktionsenzymen BglII und BamHI 
vollständig gespalten. Die Restriktionsfragmente wurden unter Bedingungen, die eine 
Selbstligation fördern, ligiert. Mit den zirkulären DNA-Fragmenten wurden 
elektrokompetente E. coli Zellen transformiert. Aufgrund eines Ampicillinresistenzgens 
und eines origin of replication in der Sequenz des Transposons RescueMu konnten die 
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zirkularisierten DNA Fragmente, die eine Transposoninsertion trugen, selektiert 
werden. Etwa 150 Klone wurden in Selektionskultur angereichert. Die RescueMu 
Plasmide wurden über einen Schnellaufschluss aus den Zellen isoliert und über 
Restriktionsanalysen in Gruppen eingeteilt. Es konnten aufgrund der Restriktionsmuster 
35 verschiedene Plasmide identifiziert werden. Ein Plasmid jeder Gruppe wurde 
ausgehend von RescueMu spezifischen Primern sequenziert. Für 52 der 70 Sequenzen 
konnten in der Datenbank des National Center of Biotechnology der U.S. National 
Library of Medicine Bethesda, USA (NCBI) Übereinstimmungen mit gelisteten 
Sequenzen gefunden werden, bei denen es sich aber ausschließlich um nicht näher 
charakterisierte Gencluster oder um Expressed Sequence Tags (EST) handelte. 
Nachdem durch die Erstellung einer RescueMu Plasmidbibliothek nur 35 verschiedene 
Insertionsorte des Transposons RescueMu in die DNA-Sequenz der Mutante der 
Familie GR25C10 identifiziert werden konnten, wurden zusätzlich verschiedene 
Adaptorbanken erstellt (2.15). Genomische DNA einer Mutante wurde mit dem 
Restriktionsenzym HinfI in zwei Ansätzen partiell und mit BsuRI in einem Ansatz 
vollständig sowie in zwei Ansätzen partiell gespalten. An die Restriktionsfragmente 
wurden Adaptoren ligiert. Über eine seminested PCR (2.5.2.2) wurden aus dem 
Gemisch adaptorligierter Restriktionsfragmente die Fragmente angereichert, die einen 
Teil des Transposons RescueMu trugen. Dabei wurde jeder der fünf Restriktionsansätze 
in zwei PCRs eingesetzt in denen adaptorspezifische Primer mit einem für die 5’-TIR 
bzw. mit einem für die 3’-TIR des Transposons RescueMu spezifischen Primer 
kombiniert wurden. Die durch die PCR amplifizierten Fragmentgemische wurden in 
Vektoren kloniert. Von jedem Klonierungsansatz wurden etwa 100 Klone in 
Selektionskultur angereichert und die darin enthaltenen Plasmide über einen 
Schnellaufschluss isoliert. Die jeweils etwa 100 Plasmidpräparationen der zehn 
verschiedenen Adaptorbanken wurden, um die Größe der in den Vektoren klonierten 
Sequenzen bestimmen zu können, in PCRs mit vektorspezifischen Primern eingesetzt. 
Vektoren, die adaptorligierte DNA-Fragmente einer Größe von mehr als 500 bp trugen, 
wurden sequenziert. Von den 1000 verschiedenen Vektoren wurden daher 186 in eine 
Sequenzierung eingesetzt. Für 46 Sequenzen konnten in der NCBI Datenbank 
Übereinstimmungen mit gelisteten Sequenzen gefunden werden, bei denen es sich aber 
fast ausschließlich um nicht näher charakterisierte Gencluster oder um EST handelte. 
Der genetische Defekt der Mutanten der Familie GR25C10 konnte daher bisher weder 
über die Erstellung einer RescueMu-Plasmidbibliothek noch über die Erstellung 
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verschiedener Adaptorbanken und deren Sequenzierung aufgeklärt werden. Die 
Ergebnisse der Sequenzierungen und die Vielzahl identifizierter EST weisen daraufhin, 
dass in den Mutanten Transposonintegration wie erwartet (Alleman und Freeling, 1986; 
Hanley et al., 2000) präferentiell in transkribierten Genbereichen vorliegen. Die 
erhaltenen Sequenzen können jedoch wertvolle Hinweise auf die Insertionsorte des 
Transposons in der DNA-Sequenz der Mutanten liefern. 
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4 DISKUSSION 
In dieser Arbeit sollten über mutationsanalytische Ansätze für die C4-Photosynthese in 
Mais notwendige Elemente identifiziert werden. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden 
verschiedene Strategien verfolgt (Abbildung 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.1 Forward genetics und reverse genetics 
In dieser Arbeit werden Methoden der „forward genetics“ und der „reverse genetics“ eingesetzt, um 
für die C4-Photosynthese in Mais notwendige Elemente zu identifizieren. Bei forward genetics wird 
die genetische Grundlage eines auffälligen Phänotyps zurückverfolgt. Bei reverse genetics wird eine 
genetische Veränderung herbeigeführt, um deren Auswirkungen auf ein System zu ermitteln. 
Über Ansätze der „reverse genetics“ sollte die funktionelle Bedeutung des 
Transkriptionsfaktors DOF1 untersucht werden. DOF1 wird eine wichtige Bedeutung in 
der Regulation C4-spezifischer Gene zugeschrieben. Zu diesem Zweck wurde eine 
Maismutantenpopulation in Hinblick auf eine Pflanze mit Defekten im DOF1 Gen 
gesichtet. Zusätzlich wurde der Versuch unternommen, über RNAi DOF1 und DOF2 
Mutanten zu erzeugen. DOF2 gilt als Inhibitor von DOF1 Über einen Ansatz der 
„forward genetics“ sollte eine Maismutantenpopulation in Hinsicht auf Pflanzen 
gesichtet werden, die C4-typische Eigenschaften verloren haben. Durch die Analyse der 
Gendefekte der Kandidatenpflanzen sollten Gene identifiziert werden die bisher 
unbekannt waren oder denen bisher für die Ausbildung des C4-Syndroms keine 
Bedeutung zugeschrieben wurde. Die beiden in dieser Arbeit verfolgten, sich im 
Grundsatz unterscheidenden Ansätze bieten unterschiedliche Möglichkeiten und 
Grenzen. In Analysen, die auf dem Ansatz der reverse genetics basieren, werden die 
Auswirkungen von bekannten genetischen Veränderungen auf ein System untersucht. 
Dabei ist die Auswirkung einer Mutation auf den Phänotyp zu Beginn der Arbeit unklar. 
Es besteht immer die Möglichkeit, dass die Mutation von Interesse für den untersuchten 
Organismus letale Auswirkungen hat oder seine Fertilität beeinflusst. In beiden Fällen 
ständen für weitere Untersuchungen der Auswirkung des Gendefektes keine 
Phänotyp
reverse genetics forward genetics 
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Nachkommen zur Verfügung. Die geleistete Arbeit brächte keine weiteren Erkenntnisse 
als eben die, dass das Produkt des untersuchten Gens von entscheidender Bedeutung ist. 
Auf der anderen Seite ist ausschließlich durch die Untersuchung einer Defektmutante 
die Bedeutung eines Gens umfassend und ohne jeden Zweifel charakterisierbar. 
Bei Experimenten, die auf dem Konzept der forward genetics beruhen, ist in 
Abhängigkeit der Methode zur Mutagenisierung und der erzielten Mutationsrate das 
Auffinden des genetischen Defektes in deiner Pflanze, der die Grundlage eines 
beobachteten Phänotyps darstellt, schwierig. Allerdings ist es möglich, auch unabhängig 
von der Analyse des Gendefektes, über anatomische und stoffwechselphysiologische 
Studien Rückschlüsse auf die Schädigung einer Mutante zu ziehen. Daher ist schon die 
Identifizierung einer interessanten Mutante ein Erfolg. 
Im Weiteren werden die Ergebnisse der durchgeführten Sichtungen und Versuche dieser 
Arbeit sowie deren Bedeutung für das Verständnis der C4-Photosynthese in Mais 
umfassend diskutiert. 
4.1 Mutanten mit Defekten im Dof1 Promotor 
Durch die Sichtung der Grid G Plasmidbibliothek (3.1.1) durch PCR (2.5.2.1) konnten 
Pflanzen der Familie GR25C22 identifiziert werden, die 16 bp vor der 5’UTR des Gens 
Dof1 eine Insertion des Transposons RescueMu tragen (Abbildung 3.1, Abbildung 3.2, 
Abbildung 3.3). Real-Time PCR-Analysen zeigten eine belichtungs- und 
genotypabhängige Abundanz des Dof1 Transkriptes in Wildtyppflanzen, heterozygoten 
und homozygoten Mutanten der Maislinie (Abbildung 3.5). Untersuchungen der 
Transkriptabundanz C4-spezifischer Enzyme (Abbildung 3.5, Abbildung 3.6) sowie des 
Kohlenstoff- und Stickstoffhaushaltes (Abbildung 3.8, Abbildung 3.9) der Pflanzen 
konnten diesbezüglich keine Unterschiede zwischen den Pflanzen nachweisen. 
4.1.1 Sichtung der Mutantenpopulation Grid G 
Die Sichtung der Grid G Plasmidbibliothek zur Identifizierung einer Pflanze mit einer 
Insertion des Transposons RescueMu in die Sequenz des Dof1 Gens erfolgte durch 
PCR-Analysen (2.5.2.1). In die PCR-Reaktionen wurden Primersysteme eingesetzt, die 
spezifisch für das Dof1 Gen und für das Transposon RescueMu sind. In der Sichtung 
sollten nur Pflanzen identifiziert werden, deren Dof1 Gensequenz unterbrochen ist. 
Durch die Kombination eines transposonspezifischen und eines Dof1 spezifischen 
Primers sollte verhindert werden, dass in den PCR-Reaktionen Signale auftreten, wenn 
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Plasmide der Grid G Plasmidbibliothek die Dof1 Sequenz ohne Transposoninsertion 
tragen. Jede Maispflanze des Grid G Projektes trägt in etwa 100 Insertionen des 
Transposons RescueMu in ihrem Genom (May et al., 2003; Walbot, 2000). Eine Reihe 
des dem Grid G zugrunde liegenden Maisfeldes (2.14) wird daher in der 
Plasmidbibliothek durch etwa 4800 verschiedene Plasmide repräsentiert. Jedes der 
Plasmide trägt das Transposon RescueMu. Wahrscheinlich dadurch bedingt, dass die 
transposonspezifischen Primer an jedes der in der Plasmidbibliothek befindlichen 
Plasmide binden können, zeigten viele PCR-Reaktionen falsch positive Signale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.2 Optimierung der PCR-Sichtung einer Grid Plasmidbibliothek 
Die Abbildung verdeutlicht die Notwendigkeit, bei einer PCR-Sichtung einer Grid Plasmidbibliothek 
des „NSF Project Gene Discovery, DNA Sequencing and Phenotypic Analysis“ mit genspezifischen 
Primern zwei unabhängige Primersysteme zu verwenden. Eine rote Linie zwischen den Primern 
verdeutlicht, welcher Sequenzbereich, bedingt durch ein funktionales Primersystem, amplifiziert 
werden kann. In den in Abbildungen A und B dargestellten Fällen sind beide Primersysteme 
funktional. Im in Abbildung A gezeigten Fall würde eine PCR-Sichtung zur Identifikation des 
Plasmids führen, ohne dass eine Schädigung des gesuchten Gens durch eine Transposoninsertion 
vorliegt. Um diese falsch positiven Ergebnisse einer Sichtung auszuschließen, muss ein identifiziertes 
Plasmid mit Hilfe von Primersystemen nach Vorbild der durchgeführten Sichtung weiter 
charakterisiert werden. In den in Abbildung C und D dargestellten Fällen der Transposoninsertion in 
das gesuchte Gen ist nur jeweils eines der Primersysteme funktional. Ohne die Verwendung eines 
zweiten Primersystems würde die Sichtung falsch negative Ergebnisse liefern. Je nachdem welches 
Primersystem zu einer Amplifizierung einer Plasmidsequenz führt, kann in diesen Fällen direkt auf 
die Insertionsstelle des Transposons zurück geschlossen werden. 
Obwohl die Primerzusammenstellung verhindern sollte, dass Teile der Dof1 Sequenz 
ohne Transposoninsertion amplifiziert werden, wurde dennoch eine 
Transposoninsertion identifiziert, die nicht wie erwartet in der Dof1 Gensequenz 
sondern 16 bp vor der 5’UTR des Gens lokalisiert ist. Demnach hat die Konzeption der 
Sichtung nicht zu dem ursprünglich angestrebten Ergebnis geführt. Durch den Einsatz 
A B
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transposonspezifischer Primer wurde die Sichtung erschwert. Eine Sichtung der 
Plasmidbibliothek mit seminested Primersystemen, die nur für das Dof1 Gen spezifisch 
sind, wäre sinnvoller gewesen, da die höhere Spezifität der PCR-Reaktionen für die 
Dof1 Sequenz weniger falsch positive Signale ergeben hätte. Eine solche Sichtung 
müsste, wie in Abbildung 4.2 dargestellt, mit zwei unabhängigen Primersystemen 
erfolgen. Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass ein negatives PCR-Ergebnis durch 
die Insertion des Transposons in die Sequenz, die durch das gewählte Primersystem 
amplifiziert wird, bedingt ist. Sollte ein Teil des gesuchten Gens in einem Plasmid 
nachgewiesen werden, kann mit Hilfe von Primersystemen nach Vorbild der 
durchgeführten Sichtung leicht überprüft werden, ob und an welcher Stelle die gesuchte 
Gensequenz durch eine Insertion des Transposons RescueMu unterbrochen ist. Eine 
solche Vorgehensweise verspricht eine Sichtung der Plasmidbibliothek mit wenigen 
PCR-Reaktionen und die Reduzierung falsch positiver Ergebnisse. 
Bei der Sichtung der Plasmidbibliothek Grid G durch PCR konnte mit den verwendeten 
Primersystemen nur in einem Trog der Plasmidbibliothek ein Plasmid mit einer 
Transposoninsertion 16 bp vor der 5’UTR von Dof1 identifiziert werden (3.1.1). Aus 
diesem Grunde konnte nur die Reihe, aber nicht die Spalte des Maisfeldes 
zurückverfolgt werden, in der die Pflanze mit der beschriebenen Mutation auftrat 
(vergleiche Abbildung 2.5). Um bei einer Mutagenese mit Mu Transposons eine 
angemessene Anzahl an Keimbahnmutationen in einer Pflanze der nachfolgenden 
Generation zu erreichen, müssen in einer der zu kreuzenden Ausgangslinien viele Mu 
autosomale Elemente vorliegen (Raizada et al., 2001b). Allerdings werden durch die 
Transposition während des Wachstums der Pflanze zusätzlich somatische Mutationen 
verursacht, die nicht an die nächste Generation weitergegeben werden (Chomet et al., 
1991). Neben den germinalen sind in der Grid G Plasmidbibliothek auch somatische 
Insertionen des Transposons im Genom der M2-Generation durch Plasmide 
repräsentiert. Aufgrund der Ergebnisse der PCR-Sichtung bestand die Möglichkeit, dass 
es sich bei der Insertion des Transposons 16 bp vor der 5’UTR von Dof1 um eine 
somatische Mutation handelte, die nicht an die Nachkommen der Pflanze weitergegeben 
wurde. Nachdem die Transposoninsertion in Pflanzen der M3-Generation erneut 
identifiziert werden konnte (Abbildung 3.2), ist sichergestellt, dass es sich in der M2-
Pflanze um eine germinale und nicht um eine somatische Insertion handelte. 
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4.1.2 Abundanz von Dof1 Transkripten in Maispflanzen der Familie GR25C22 
Durch Real-Time-PCR-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass in 
Wildtyppflanzen, heterozygoten Mutanten und homozygoten Mutanten der Familie 
GR25C22 die Transkripte des Dof1 Gens in unterschiedlichen Mengen akkumulieren. 
In einer heterozygoten Mutante konnte im Vergleich zu einer Wildtyppflanze eine 
Verringerung der Dof1 Transkriptabundanz um etwa die Hälfte nachgewiesen werden. 
Eine homozygote Mutante zeigt eine weitere deutliche Verringerung der Dof1 
Transkriptabundanz auf etwa 15 % des für Wildtyppflanzen gemessenen Wertes 
(Abbildung 3.4). Diese Ergebnisse zeigen einen deutlichen Effekt der Abundanz der 
Dof1 Transkriptmenge bedingt durch die Insertion des Transposons RescueMu in keines 
der Allele, in eines oder in beide Allele des Dof1 Promotors. Die Ergebnisse weisen 
darauf hin, dass in den homozygoten Mutanten durch die Insertion des Transposons 
beide Allele des Dof1 Promotors zerstört wurden und diese nicht mehr der 
Transkriptionskontrolle des Gens dienen. Aufgrund der bestimmten Dof1 
Transkriptabundanz wäre es denkbar, dass in Mais ein zweites Dof1 Isogen vorliegt. 
Die Transkriptmenge eines möglichen Isogens könnte aufgrund der gemessenen Dof1 
Transkriptabundanz in homozygoten Mutanten der Familie GR25C22 bis zu 15 % der 
Gesamttranskriptmenge von Dof1 in Wildtyppflanzen ausmachen. Die Ergebnisse der in 
dieser Arbeit durchgeführten Southernanalysen (Abbildung 3.3, 5.2) machen dagegen 
ebenso wie die in anderen Arbeiten durchgeführten Southernanalysen (Yanagisawa, 
1996; Yanagisawa und Izui, 1993) deutlich, dass Dof1 im Genom als Einzelkopie 
vorliegt. 
In den heterozygoten und homozygoten Mutanten der Familie GR25C22 konnte eine 
mRNA Sequenz nachgewiesen werden, die aus einem Teil der Sequenz des 
Transposons RescueMu und zumindest aus der 5’UTR der Dof1 mRNA-Sequenz 
zusammengesetzt ist (Abbildung 3.4). Die Quantifizierung dieser mRNA in den 
Pflanzen verschiedenen Genotyps ergab, dass in homozygoten Mutanten im Vergleich 
zu heterozygoten Mutanten die doppelte Menge des Transkriptes nachweisbar ist. In 
Wildtyppflanzen ist das Transkript nicht nachweisbar (Abbildung 3.4). Es ist zu 
vermuten, dass die Transkription dieses Fragmentes nicht vom Dof1 Promotor, sondern 
von einem im Transposon befindlichen Promotor ausgeht. In verschiedenen Arbeiten 
konnte gezeigt werden, dass die TIR von Mu Transposons als Promotoren und als 
Bindestelle für Transkriptionsfaktoren dienen können (Barkan und Martienssen, 1991; 
Martienssen et al., 1990; Raizada et al., 2001a). Die Transkription kann dabei in die 
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Transposonsequenz hinein als auch aus der Transposonsequenz heraus erfolgen. In den 
TIR des Transposons RescueMu existieren mehrere Startcodonsequenzen (vergleiche 
5.2). Ein Translationsstart ausgehend von den zwei am nächsten zum Dof1 Gen 
orientierten Startcodons würde nicht zu einer Leserasterverschiebung der Dof1 mRNA 
führen. Es ist nicht vorhersagbar, ob ein auf der Dof1-Transposon-Fusions-mRNA 
basierendes Protein die Aufgabe von DOF1 erfüllen kann. Diese Ergebnisse zeigen, 
dass zumindest ein Teil der in den Mutanten nachweisbaren Dof1 Transkriptmenge 
nicht auf ein natives Dof1 Transkript zurückzuführen ist. 
4.1.3 Belichtungsabhängige Abundanz der Transkripte von Dof1 und Pepc 
Die Messung der Kinetik der lichtinduzierten Genexpression von Dof1 und Pepc in 
Pflanzen der Familie GR25C10 lieferte zu den bisher publizierten Daten (Yanagisawa 
und Sheen, 1998) widersprüchliche Ergebnisse. Dof1 scheint nicht wie vermutet 
konstitutiv auf gleich bleibenden Niveau exprimiert und erst posttranslational 
lichtinduziert aktiviert zu werden, sondern auf einem niedrigen Niveau konstitutiv 
exprimiert und zusätzlich transient lichtinduziert zu sein (Abbildung 3.5). Dabei ist die 
Reaktion des Dof1 Promotors auf die Lichtinduktion außergewöhnlich schnell (Horvath 
und Chua, 1996; Kobayashi et al., 2004). Schon nach 60 min ist die maximale 
Transkriptabundanz erreicht. Obwohl Dof1 in den Pflanzen der Familie GR25C10 mit 
unterschiedlichem Genotyp in unterschiedlichen Mengen transkribiert wird, ist sowohl 
die Kinetik der Transkription von Pepc als auch die Abundanz des Pepc Transkriptes in 
allen Pflanzen vergleichbar (Abbildung 3.5). Im Widerspruch zu Yanagisawa und 
Sheen (Yanagisawa und Sheen, 1998) scheint DOF1 für die Induktion der Pepc 
Expression daher nicht zwingend notwendig zu sein. 
In der Publikation von Yanagisawa und Sheen wurden Maisprotoplasten mit einem 
Vektor zur hitzeschockinduzierten Überexpression von DOF1 und verschiedenen 
Reporterkonstrukten durch Elektroporation transformiert. Bei einem der Konstrukte 
befand sich der Reporter Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) unter der Kontrolle 
des Pepc Promotors. Nach einem 2 h Hitzeschock wurden die Protoplasten belichtet. 
Nach 16 h konnte in Protoplasten, die mit dem beschriebenen Reporterkonstrukt 
transformiert worden waren, eine starke Expression des Reporters nachgewiesen 
werden. Aus diesem Experiment wurde abgeleitet, dass durch die Überexpression von 
DOF1 der Pepc Promotor aktiviert wurde, welcher wiederum die Expression des 
Reporters steuerte. Dieses Experiment kann im Gegensatz zu der publizierten 
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Interpretation keinen direkten Zusammenhang zwischen der Überexpression von DOF1 
und der Expression des Reporterkonstruktes aufzeigen. Da eine Negativkontrolle ohne 
DOF1 Überexpression fehlt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass entweder der Pepc 
Promotor selber lichtinduziert ist (Schaeffner und Sheen, 1992) oder andere in den 
Protoplasten vorliegende trans-Elemente für die erhöhte Expressionsrate des Reporters 
verantwortlich sind. Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zur 
belichtungsabhängigen Abundanz der Pepc Transkripte (Abbildung 3.5) zeigen dagegen 
deutlich, dass bei Belichtung die Transkriptabundanz von Pepc unabhängig von der 
Transkriptionsrate von Dof1 ansteigt. 
In einem zweiten Experiment in der Arbeit von Yanagisawa und Sheen wurden 
Protoplasten mit einem Reporterkonstrukt, bei dem der Reporter unter der Kontrolle des 
Pepc Promotors stand, parallel mit verschiedenen Effektorkonstrukten transformiert. 
Durch die Effektorkonstrukte wurde in den Protoplasten DOF1 bzw. DOF2 
überexprimiert. Als Kontrolle diente ein Effektorkonstrukt, das denselben Promotor 
besaß wie die beiden anderen Effektorkonstrukte, aber keine für ein Protein kodierende 
Sequenz trug. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des Reporters unabhängig 
vom cotransformierten Effektorkonstrukt in belichteten Protoplasten ansteigt. 
Allerdings steigt die Expression in Protoplasten, die durch das Effektorkonstrukt DOF1 
überexprimieren, etwa fünfmal stärker an. Ein vergleichbares Experiment mit 
ähnlichem Ergebnis wurde in einer weiteren Arbeit wiederholt (Yanagisawa, 2000). 
Auch diese Experimente zeigten, dass der Pepc Promotor bei Belichtung allein oder in 
Verbindung mit in den Protoplasten vorliegenden trans-Elementen ausreicht, um die 
Expression eines Gens zu kontrollieren. Der starke Anstieg der Expression des 
Reporters bei gleichzeitiger Überexpression von DOF1 steht dagegen in direktem 
Widerspruch zu den Ergebnissen der durchgeführten Experimente zur 
belichtungsabhängigen Abundanz der Pepc und Dof1 Transkripte (Abbildung 3.5). 
Diese zeigten, dass Pepc unabhängig von der Dof1 Transkriptionsrate immer in 
gleichen Mengen transkribiert wird. Es ist anzunehmen, dass Dof1 in belichteten 
Maisprotoplasten bereits in physiologischen Mengen exprimiert wird. Diese Annahme 
entspricht sowohl der Arbeit von Yanagisawa und Sheen, nach deren Ergebnissen 
DOF1 konstitutiv exprimiert wird, als auch den Messungen der Transkriptabundanz in 
dieser Arbeit, die zeigen, dass DOF1 im untersuchten System auf einem niedrigen 
Niveau konstitutiv transkribiert wird. Die Ergebnisse von Yanagisawa und Sheen zeigen 
daher, dass eine Überexpression von DOF1 über die unter normalen Bedingungen 
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vorliegende Menge hinaus zu einer Steigerung der Aktivität des Pepc Promotors führt. 
Solange die Identität des in den homozygoten Mutanten der Familie GR25C22 
nachgewiesenen Dof1 Transkriptes nicht genau bestimmt worden ist, kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass auch die Mutanten der Familie GR25C22 ausreichend 
natives DOF1 bilden um eine Induktion des Pepc Promotors zu erreichen (Abbildung 
3.4). Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigen jedoch, dass die 
Transkriptabundanz von Pepc in den Pflanzen der Familie GR25C22 unterschiedlichen 
Genotyps bei Belichtung unabhängig von der Transkriptionsrate von Dof1 ansteigt. Ein 
Anstieg der Pepc Promotoraktivität in Abhängigkeit der Dof1 Transkriptionsrate kann 
nicht nachvollzogen werden (Abbildung 3.5). Allerdings bleibt bei den durchgeführten 
Real-Time-PCR-Analysen die in den Pflanzen tatsächlich vorliegende Menge an DOF1 
Protein unberücksichtigt. Es ist möglich, dass die in den Wildtyppflanzen der Familie 
GR25C22 nachgewiesene transient lichtinduzierte Steigerung der DOF1 Transkription 
posttranskriptional reguliert keine Auswirkungen auf die Menge an DOF1 Protein hat, 
so dass tatsächlich in den Pflanzen verschiedenen Genotyps gleiche DOF1 Mengen 
vorliegen könnten. Die physiologische Bedeutung eines lichtabhängigen Anstiegs der 
DOF1 Expression, wie er nachgewiesen werden konnte, wäre dann allerdings unklar. 
Da es keine Hinweise darauf gibt, dass DOF1 posttranskriptional reguliert ist 
(Yanagisawa et al., 2004), wird davon ausgegangen, dass eine Transkription von DOF1 
auch zu einer Translation der mRNA führt. 
Aufgrund der präsentierten Ergebnisse schlagen Yanagisawa und Sheen zur Aktivierung 
des Pepc Promotors ein Modell vor, nachdem DOF1 den Promotor aktiviert, DOF2 
jedoch durch die Konkurrenz um Bindung an die DOF-Bindestellen in der Sequenz des 
Pepc Promotors die Aktivierung des Promotors verhindern kann. In der Arbeit von 
Yanagisawa und Sheen wurde die normale Expressionsrate von DOF1 und DOF2 in 
belichteten Protoplasten nicht bestimmt. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, 
dass DOF2 in den belichteten Protoplasten exprimiert wird und dadurch, entsprechend 
dem aufgestellten Modell, die Aktivität des Pepc Promotors inhibiert. Es ist denkbar, 
dass nicht die Protoplasten, die ein Effektorkonstrukt tragen, durch das kein Protein 
exprimiert wird, sondern die Protoplasten, in denen DOF1 überexprimiert wird, den 
Grundaktivitätszustand der Pepc Promotoraktivität zeigen. In diesen Protoplasten 
könnte die Hemmung durch DOF2 durch die unphysiologische Menge an DOF1 
aufgehoben worden sein. In den Protoplasten, die ein Effektorkonstrukt tragen, durch 
das kein Protein exprimiert wird, könnte die Aktivität des Promotors durch die 
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Expression von DOF2 gehemmt sein. Diese Hemmung würde entsprechend den 
Ergebnissen der Experimente mit Protoplasten, in denen durch ein Effektorkonstrukt 
DOF2 überexprimiert wird, noch gesteigert. Experimente, in denen gezeigt wurde, dass 
die Transkription eines Dof1 Antisense Stranges ebenfalls zu einer verringerten 
Aktivität des Pepc Promotors führt (Yanagisawa, 2000), könnten dementsprechend mit 
Experimenten zur Überexpression von DOF2 verglichen werden. 
Dieser Erklärung widerspricht, dass Maisprotoplasten in bestimmten Aspekten dieselbe 
Physiologie zeigen wie die Gewebe aus denen sie entnommen wurden (Jang und Sheen, 
1994; Schaeffner und Sheen, 1992; Sheen, 1990; Sheen, 1991). Allerdings wurde dieser 
Umstand nicht zweifelsfrei allgemeingültig nachgewiesen und, was in diesem Fall von 
Bedeutung ist, für die Expression von DOF2 nicht untersucht. Das Modell von 
Yanagisawa und Sheen zur Aktivierung des DOF1 Promotors trifft keine Aussage über 
den Mechanismus der Transkriptionsinaktivierung von DOF2. Es wird jedoch vermutet, 
das DOF1 posttranslational aktiviert ist. Da DOF2 keine höhere Affinität zur DOF-
Bindestelle besitzt als DOF1 (Cavalar et al., 2003; Yanagisawa und Sheen, 1998), 
könnte die Aktivierung oder Inaktivierung des Pepc Promotors aber auch von der 
vorliegenden Menge an DOF1 und DOF2 abhängig sein. Diese Vermutung wird von 
Ergebnissen von Yanagisawa und Sheen gestützt, die zeigen, dass auch in grünen 
Maisblättern kleinere Mengen an DOF2 mRNA nachgewiesen werden können. Nähere 
Hinweise auf den Mechanismus der DOF1 vermittelten Aktivierung und der DOF2 
vermittelten Inaktivierung eines Promotors könnten Kompetitionsanalysen erbringen. 
Bei Einsatz gleicher Mengen an DOF1 und DOF2 in Gelretentionsanalysen könnte 
ermittelt werden, welcher der Transkriptionsfaktoren bei direkter Konkurrenz 
präsentierte DOF-Bindemotive besetzen kann (Cavalar et al., 2003; Fried und Crothers, 
1981; Garner und Revzin, 1981; Lee et al., 1993). Es gibt keinen Hinweis darauf, dass 
die Expressionsrate von DOF1 in den DOF1 überexprimierenden Protoplasten bestimmt 
worden wäre. Es ist daher formal nicht auszuschließen, dass DOF1 in den Protoplasten 
gar nicht akkumuliert und die gezeigten Effekte nicht auf die Wirkung von DOF1 
zurückzuführen sind. 
Solange nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden kann, dass in den homozygoten 
Mutanten der Familie GR25C22 kein natives DOF1 Protein exprimiert wird, können die 
bisherigen Erkenntnisse über DOF1 nicht widerlegt werden. Es gibt jedoch starke 
Hinweise darauf, dass die Interpretation der bisherigen Daten überdacht werden muss 
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und DOF1 die Expression von PEPC ermöglichen kann dafür aber nicht zwingend 
notwendig ist. 
4.1.4 Untersuchung des Einflusses von DOF1 auf den Stickstoff- und 
Kohlenstoffhaushalt von Maispflanzen 
Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass DOF1 ganze Gensysteme, die an der 
Regulation des Stickstoff- und Kohlenstoffhaushaltes einer Pflanze beteiligt sind, 
modulieren kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von DOF1 in 
Arabidopsis die Stickstoffaufnahme und die Synthese von Aminosäuren fördert, so dass 
die Pflanzen unter niedrigen Stickstoffbedingungen verbessertes Wachstum zeigen. 
Ebenso wird die Assimilation von Kohlensstoff gesteigert. Der Gehalt an verschiedenen 
Metaboliten wie Glucose oder Malat nimmt dagegen deutlich ab (Yanagisawa, 2000; 
Yanagisawa et al., 2004). 
Wie in Abbildung 3.9 gezeigt, erbrachte der Vergleich der in Blattgewebe vorliegenden 
Mengen an Aminosäuren, Glucose und Malat keinen Hinweis darauf, dass Unterschiede 
in der Transkriptionsrate und der damit vermutlich einhergehenden Expressionsrate von 
Dof1 einen Einfluss auf den Stickstoff- oder Kohlenstoffhaushalt der Pflanzen haben. 
Aufgrund der Quantifizierung des Stickstoff- und Kohlenstoffgehaltes (Abbildung 3.8) 
kann lediglich ein leichter Anstieg der absoluten Stickstoffmenge in Abhängigkeit vom 
Genotyp der Pflanzen vermutet werden. Die homozygoten Mutanten der Familie 
GR25C22, die DOF1 zumindest eingeschränkt, vermutlich aber gar nicht exprimieren 
(3.1.4), zeigen den höchsten Stickstoffanteil im Blattgewebe, die Wildtyppflanzen mit 
einer hohen Dof1 Transkriptionsrate den niedrigsten. Yanagisawa et al (Yanagisawa et 
al., 2004) weisen dagegen eine direkte Korrelation zwischen der Überexpression von 
Dof1 und der Steigerung des Stickstoffgehaltes des Blattgewebes nach. Es ist 
unzweifelhaft, dass DOF1 an DNA binden kann (Cavalar et al., 2003; Kisu et al., 1998; 
Yanagisawa, 1995). Eine Bedeutung der DOF-Domäne für die Regulation von Genen 
ist in Arbeiten mit unterschiedlichen Organismen gezeigt worden (Baumann et al., 
1999; Kang und Singh, 2000; Mena et al., 1998; Papi et al., 2002). Es ist denkbar, dass 
bei einer Überexpression von DOF1 in Arabidopsis verschiedenste Promotoren besetzt 
werden. DOF1 könnte dadurch einerseits zur Aktivierung von Genen beitragen, 
andererseits aber auch mit endogenen Faktoren um Bindestellen konkurrieren. Eine 
Deregulierung des endogenen Stoffwechsels wäre in dieser Situation zu erwarten. Es 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Überexpression von DOF1 in Mais zu 
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ähnlichen Effekten führt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass es durch 
Verminderung der DOF1 Transkriptmenge nicht zu nachteiligen Effekten im Stickstoff- 
und Kohlenstoffhaushalt einer Maispflanze kommt. Neben der direkten Messung 
verschiedener Metaboliten wurde in der Arbeit von Yanagisawa der Einfluss von DOF1 
auf die Aktivität verschiedener Promotoren durch semiquantitative Messungen der 
Transkriptmenge der regulierten Gene nachgewiesen. Die Ergebnisse können daher nur 
bedingt auf eine Veränderung der Transkriptabundanz der untersuchten Gene nach der 
Überexpression von DOF 1 hinweisen. 
Zwischen homozygoten Mutanten und Wildtypen der Familie GR25C22 konnte 
bezüglich der Abundanz der Transkripte der verschiedenen enzymatischen 
Komponenten des C4-Stoffwechsels CA, PEPC, MDH, ME, PPDK und der kleinen 
Untereinheit der RuBisCo (Abbildung 3.6) kein Unterschied gezeigt werden. Auch eine 
Veränderung im Wachstum der Pflanzen aufgrund des Genotyps konnte nicht 
festgestellt werden (Abbildung 3.7). Eine Kontrolle der Transkription der beschriebenen 
Gene durch DOF1 wird daher nicht vermutet. Hierfür gelten die gleichen 
Einschränkungen wie oben beschrieben. 
4.1.5 Ausblicke für Arbeiten mit der Linie GR25C22 
Um ausschließen zu können, dass in den homozygoten Mutanten der Familie GR25C22 
aktives DOF1 gebildet wird, muss in weiteren Arbeiten mit heterozygoten und 
homozygoten Mutanten der Familie GR25C22 die Sequenz der Dof1-Transposon-
Fusions-mRNA aufgeklärt werden. Dazu sollten die RLM-Race Versuche (2.7, 3.1.4) 
fortgeführt werden. Um eine Anreicherung der Dof1 mRNA im Ausgangsmaterial der 
RLM-Race zu erreichen könnte in die Versuche statt Gesamt-RNA mRNA eingesetzt 
werden (Ausubel et al., 1990). 
Die Etablierung von DOF1 überexprimierenden Linien und DOF1 RNAi 
Mutantenlinien können weitere Hinweise auf die Funktion von DOF1 liefern. Durch 
weitere Optimierung der Real-Time-PCR-Systeme zur Analyse der Transkriptabundanz 
der Dof1-Transposon-Fusions-mRNA und der verwendeten Standards kann 
herausgefunden werden, ob in homozygoten Mutanten der Familie GR25C22 
tatsächlich noch native Dof1 mRNA oder nur Dof1-Transposon-Fusions-mRNA 
gebildet wird. 
Durch die Erstellung eines Dof1 Antikörpers könnte die Fragestellung bearbeitet 
werden, ob Unterschiede in der Transkriptionsrate von DOF1 tatsächlich Auswirkungen 
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auf die Translationsrate des Proteins haben. Bisher kann diese Fragestellung aufgrund 
eines fehlenden Nachweissystems nicht bearbeitet werden. Aufgrund der im 
Allgemeinen niedrigen Expressionsrate von Transkriptionsfaktoren wird der Nachweis 
von DOF1 vermutlich auch mit einem funktionalen Antikörper schwierig. 
Der DOF1 Promotor zeigt eine außergewöhnlich schnelle Reaktion auf die Induktion 
durch Licht (Horvath und Chua, 1996; Kobayashi et al., 2004). Weitere Analysen des 
Dof1 Promotors werden zeigen, welche Sequenzelemente für die Regulierung des Gens 
und für die Lichtinduktion verantwortlich sind (3.1.5). Hinweise können verschiedene 
Arbeiten liefern die sich mit der Identifizierung von cis-Elementen in lichtinduzierten 
Promotoren beschäftigt haben (Degenhardt und Tobin, 1996; Dehesh et al., 1990; Green 
et al., 1987; Kehoe et al., 1994; Lam und Chua, 1990; Morelli et al., 1985; Schindler 
und Cashmore, 1990). Unterstützt werden diese Analysen durch die Informationen über 
die Sequenz stromaufwärts des Dof1 Gens, die durch Sequenzierungen des Plasmids, 
das zum Auffinden der Maislinie GR25C22 führte, zugänglich gemacht werden konnten 
(5.2). Aufgrund fehlender RLM-RACE Analysen kann derzeit formal jedoch nicht 
ausgeschlossen werden, dass es sich bei der identifizierten Sequenz stromaufwärts des 
Dof1 Gens um ein Intron und nicht um die Promotorsequenz des Dof1 Gens handelt und 
die bisher publizierte cDNA Sequenz (Yanagisawa und Izui, 1993) nicht die 
vollständige cDNA Sequenz darstellt. Eine Analyse der ungespleißten heterogenen 
nukleären RNA (hnRNA) (Kalamajka et al., 2003) dürfte aufgrund der geringen Menge 
an Transkripten nicht möglich sein. Nähere Erkenntnisse über die Dof1 
Promotorsequenz könnten Studien mit Reporterkonstrukten liefern, in denen 
Sequenzelemente des putativen Promotors mit einem Reporter fusioniert sind. Die 
Bestimmung der Expressionsrate des Reporters in mit dem Konstrukt transformierten 
Protoplasten könnte zeigen, welcher Teil der analysierten Sequenz stromaufwärts des 
Dof1 Gens (5.2) als Promotor fungiert (Schaeffner und Sheen, 1991; Schaeffner und 
Sheen, 1992; Sheen, 1990; Sheen, 1991). 
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4.2 DOF1 und DOF2 RNAi Linien 
Den Transkriptionsfaktoren der DOF Genfamilie wird eine Bedeutung bei der 
regulatorischen Kontrolle verschiedener Gensysteme zugeschrieben (Yanagisawa, 
2004). Um die Bedeutung von Dof1 und Dof2 in Mais nachzuvollziehen sollten für 
beide Gene RNAi Linien etabliert werden. 
Die Induktion von RNAi in Pflanzen kann durch verschiedene Mechanismen erfolgen. 
Es konnte gezeigt werden, dass sich die Expressionsrate von Chalconsynthase nach der 
Transformation von Pflanzen mit Vektoren, die zur Überexpression des Gens gedacht 
waren, um etwa 80 % verringerte (Jorgensen und Napoli, 1996; Napoli et al., 1990). 
Nach der Transformation von Pflanzen mit Vektoren, durch die Teile der kodierende 
Sequenz eines Gens transkribiert wurden, konnte eine Reduzierung der Expressionsrate 
des Gens um 5 %- 15 % festgestellt werden (van Blokland et al., 1994; van der Krol et 
al., 1990). Auch die Transkription der Sequenz eines Gens in 3’ → 5’ Richtung kann in 
einer Pflanze RNAi induzieren (Jorgensen und Napoli, 1996; Que et al., 1997). Eine 
vollständige posttranskriptionale Inhibierung eines Gens kann durch Vektoren erreicht 
werden, durch deren Transkription dsRNA Moleküle entstehen (Que et al., 1997; Stam 
et al., 1997). 
Da verschiedene Arbeiten zeigen konnten, dass der Mechanismus von RNAi 
letztendlich durch die Entstehung von doppelsträngiger RNA induziert wird (Beclin et 
al., 2002; Dalmay et al., 2000; Vence und Vaucherert, 2001), wurden in mehreren 
Schritten Vektoren kloniert, durch deren Transkription doppelsträngige DOF1 bzw. 
DOF2 RNA Fragmente entstehen. Die für die spezifische Inhibierung von DOF1 und 
DOF2 durch Clustal X 1.8 ausgewählten Sequenzen der jeweiligen 3’UTR sind in 
Anhang 5.1 dargestellt. Sequenzierungen zeigten, dass die PCR amplifizierten Dof1 und 
Dof2 Fragmente aufgrund eines Primer bedingten 3’-Überhanges (Cheng und Shuman, 
2000) gerichtet in pENTR/SD/D TOPO® Vektoren kloniert werden konnten (Shuman, 
1994). Über eine anschließende Rekombinationsreaktion (Landy, 1989) wurden die 
ausgewählten Dof1 und Dof2 Sequenzmotive der pENTR/SD/D TOPO® Vektoren in 
den Zielvektor pUAMBN eingebaut. Sequenzierungen bestätigten, dass die Dof1 bzw. 
Dof2 Sequenzen durch ein Intron getrennt zweimal in entgegengesetzter Richtung in 
den Transformationsvektor eingebaut vorlagen (Abbildung 3.10, Abbildung 3.11) und 
die Vektororganisation damit der geplanten entsprach. 
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Nach der erfolgreichen Erstellung der Transformationsvektoren pUAMBN RNAi DOF1 
und pUAMBN RNAi DOF2 (Abbildung 3.10) wurden mit jedem Vektor etwa 90 
Maiskalli durch Partikelbombardement transformiert. Obwohl je etwa 40 mit den 
Vektoren stabil transformierte Pflanzen selektiert wurden, überlebten nur fünf der mit 
dem Vektor pUAMBN RNAi DOF2 transformierten Pflanzen die Regenerationsphase 
(3.2.2, Abbildung 3.12). Das Sterben der anderen Pflanzen ist nicht auf die Induktion 
von RNAi sondern auf falsche Pflege zurückzuführen. Nachdem die Bedingungen für 
die Regeneration der Pflanzen optimiert wurden, haben die verbliebenen 
Transformanden überlebt. Beim Umsetzen der Pflanzen aus dem Regenerationsmedium 
in Erde darf diese nur leicht angefeuchtet werden, um ein Faulen der Pflanzen zu 
verhindern. Andererseits muss die Luftfeuchtigkeit in der Umgebung der Pflanzen 
100 % betragen damit die Pflanzen, deren Stomata nach der Regeneration in 
verschiedenen Medien weit geöffnet sind, nicht austrocknen (Frame et al., 2000). 
In den verbliebenen pUAMBN RNAi DOF2 Pflanzen wurde die Transkriptmenge der in 
dem Vektor vorliegenden DOF2 Sequenz aus der 3’UTR des Gens in Blattproben 
verschiedener Pflanzen über Real-Time PCR ermittelt. In drei Pflanzen war das 
Transkript des DOF2 Fragmentes nicht nachweisbar, in zwei Pflanzen akkumulierte es 
(Abbildung 3.13). Aufgrund des verwendeten Primersystems könnte das akkumulierte 
Transkript sowohl von der Transkription des Vektors stammen, als auch ein 
Transkriptionsprodukt des nativen Dof2 Gens sein. Verschiedene Arbeiten zeigen, dass 
nicht in jeder stabil mit einem entsprechenden Vektor transformierten Pflanze RNAi 
induziert wird. Je nach Insertionsort des Vektors im Genom der Transformanden und 
die dadurch beeinflusste Transkriptionsrate des Transgens kann in einer Pflanze RNAi 
induziert sein, in einer anderen nicht. Es ist ebenfalls möglich, dass RNAi nur in 
bestimmten Geweben einer Pflanze induziert ist (Jorgensen et al., 1996; Que et al., 
1997). Solche Unterschiede im Auftreten von RNAi können durch die Methylierung des 
Promotors oder der Gensequenz des RNAi induzierenden Konstrukts verursacht sein 
(Stam et al., 1998). Es muss davon ausgegangen werden, dass in beiden Pflanzen, die 
eine Akkumulation des Transkriptes zeigen, keine RNAi induziert werden konnte. Es 
bleibt unklar, ob die entsprechende Sequenz des Vektors pUAMBN RNAi DOF2 nicht 
transkribiert, oder ob trotz Transkription keine RNAi induziert wurde. Da in früheren 
Arbeiten gezeigt wurde, dass DOF2 in Maispflanzen vor allem im Stamm und in den 
Wurzeln vorkommt und im Blatt nicht nachweisbar ist (Yanagisawa und Sheen, 1998), 
wird davon ausgegangen, dass das Transkript von der Transkription der Vektorsequenz 
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stammt und nicht von der Transkription des nativen Gens. Bei den Real-Time PCR 
Ergebnissen der drei anderen Pflanzen ist nicht eindeutig, ob die Dof2 Sequenz nicht 
transkribiert oder das Transkript aufgrund von RNAi abgebaut wurde und daher nicht 
nachweisbar ist. 
Keine der fünf Pflanzen zeigte in Real-Time-PCR-Analysen Effekte bezüglich der 
Transkription von Pepc und Dof2. In diesen Experimenten wurden Primer eingesetzt, 
die für die kodierende Sequenz von DOF2 spezifisch sind. Die Ergebnisse weisen 
darauf hin, dass durch die Transformation mit dem Vektor pUAMBN RNAi DOF2 in 
keiner der Pflanzen RNAi induziert werden konnte. Allerdings zeigen neuere 
Untersuchungen, dass in Maispflanzen mehrere Gensequenzen transkribiert werden, die 
entweder verschiedene Isoformen des Dof2 Gens oder sehr nahe verwandte 
unterschiedliche Gene darstellen (persönliche Mitteilung Yvonne Phlippen und 
Christoph Peterhänsel, Institut für Biologie I, RWTH-Aachen). Die 3’UTR dieser 
putativen Dof2 Isoformen wurde bisher nicht untersucht. Daher ist unklar, ob diese 
Gene von dem durch den Vektor pUAMBN DOF2 potentiell induzierten PTGS 
betroffen sind. Es ist möglich, dass in den Pflanzen das Zielgen posttranskriptional 
inhibiert, der Effekt aber nicht nachgewiesen wurde, da das Primersystem zur 
Amplifizierung der kodierenden Region nicht spezifisch für ein Transkript ist. 
Aufgrund der unterschiedlichen Ausprägungen der Transkription des Vektors 
pUAMBN RNAi DOF2 in den verschiedenen Transformanden scheint es notwendig zu 
sein, in weiteren Versuchen eine möglichst große Population an Transformanden zu 
untersuchen. Die Optimierung des Protokolls zur Regenerierung von transformierten 
Maiskalli kann als Grundlage für weitere erfolgreichere Versuche zum PTGS von 
DOF1 und DOF2 dienen. 
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4.3 Maismutanten mit Defekten in der CO2-Fixierung 
4.3.1 Sichtung einer Maispopulation bezüglich des δ13C-Wertes 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, in einer transposonmutagenisierten 
Maispopulation eine Defektmutante im C4-Zyklus zu identifizieren. Die Sichtung der 
Maispopulation wurde hinsichtlich einer Veränderung des δ13C-Wertes der Pflanzen 
durchgeführt (1.3, 2.16). Unter definierten Bedingungen ist der δ13C-Wert innerhalb 
einer Spezies konstant (Sage und Monson, 1998). Vorversuche haben gezeigt, dass eine 
Probe, bestehend aus einer Mischung von Mais- und Gersteblattgewebe in einem 
Verhältnis 3:1, anhand des δ13C-Wertes eindeutig von reinen Maisblattgewebeproben 
unterschieden werden kann (3.3.1). Daher wurde zur Reduzierung des 
Probenaufkommens in eine Messung zur Bestimmung des 13C-Isotopengehaltes 
Blattmaterial von jeweils drei Pflanzen eingesetzt. Obwohl das Kriterium zur 
Identifizierung auffälliger Messwerte anhand der ersten Ergebnisse der Sichtung 
angepasst wurde (3.3.1), konnte aus 1830 Familien der Population KB7320 (2.16) keine 
Familie identifiziert werden, in der reproduzierbar Pflanzen mit verringertem δ13C-Wert 
auftraten. Erst aufgrund ihres Phänotyps (3.3.3) in die Sichtung einbezogene Pflanzen 
der Familie GR25C10 des Grid G Projektes (2.14) zeigten einen reproduzierbaren δ13C-
Wert von -16 (Abbildung 3.14). Im Laufe der Sichtung der Population KB 7320 und der 
ausgewählten Pflanzen des Grid G Projekts wurden während dieser Arbeit insgesamt 
19946 Pflanzen ausgesät, 7462 Proben aufbereitet und auf ihren δ13C-Wert hin 
analysiert. Es ist zu erwarten, dass auch die Mutation eines einzelnen Genes zu einer 
Veränderung des δ13C-Wertes einer Pflanze führt, vorausgesetzt eine solche Mutation 
ist für eine Pflanze nicht letal und das Gen kommt im Genom nicht in mehreren Kopien 
vor. Zumindest Mutationen der C4-spezifischen Gene, die im Maisgenom als 
Einzelkopie vorliegen (Ku et al., 1996), sollten eine Verringerung des 13C-Gehaltes 
einer Pflanze zur Folge haben. Die Anzahl der Transposonintegrationen in den Pflanzen 
der Mutantenpopulation KB7320 wurde nicht überprüft, daher kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass die Mutationsrate in der Population zu gering war, um eine 
Insertion des Transposons in jedes Maisgen zu erreichen. Dagegen spricht, dass in der 
Population viele Pflanzen auffällige auf Mutationen zurückzuführende beschriebene 
Phänotypen zeigten (Neuffer et al., 1997). Es kann daher davon ausgegangen werden, 
dass die Menge der untersuchten Familien ausgereicht haben müsste, um eine Familie 
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zu identifizieren, in der regelmäßig Pflanzen mit verringertem δ13C-Wert auftreten. 
Auch die Menge an untersuchten Pflanzen einer Familie sollte genügen um statistisch 
gesehen eine reinerbige Mutante einer Familie in die Sichtung miteinbezogen zu haben. 
Selbst bei einer monogen rezessiven Vererbung einer Mutation sollte sie in neun 
untersuchten Pflanzen der M3 Generation einer Familie reinerbige Mutante vertreten 
sein. Das Hauptproblem bei der Identifizierung einer Mutante mit verringertem δ13C-
Wert war die Auswahl eines geeigneten Kriteriums zur Definition auffälliger δ13C-
Werte einer Blattprobe. Es wurde davon ausgegangen, dass eine Pflanze mit einem 
Defekt im C4-Zyklus einen δ13C-Wert aufweisen würde, der sich dem von C3-Pflanzen 
annähert. Auf dieser Annahme basierten die Vorversuche und auch die Konzipierung 
der Sichtung mit der Entscheidung, Blattproben dreier Pflanzen zu vereinigen um das 
Probenaufkommen in einem angemessenen Rahmen zu halten (3.3.1). Wie die 
Ergebnisse der Analysen der Mutanten der Familie GR25C10 (3.3) verdeutlichen, 
weisen Pflanzen mit einem δ13C-Wert von -16 einige interessante Veränderungen im 
Phänotyp und Stoffwechsel auf. Viele C4-spezifische Eigenschaften sind aber auch 
erhalten, daher zeigen die Pflanzen wahrscheinlich einen nur wenig verringerten δ13C-
Wert. Diese Pflanze wäre bei der Sichtung höchstwahrscheinlich nicht entdeckt worden, 
wenn die Pflanze als Teil einer Blattprobenmischung analysiert worden wäre. Der 
resultierende δ13C-Wert einer Blattprobenmischung aus Blattproben zweier 
Wildtyppflanzen und einer Mutante der Familie GR25C10 hätte etwa -14 betragen. Nur 
im Idealfall einer Messreihe mit einem Durchschnittswert aller Messergebnisse von -13 
und einer Standardabweichung von null wäre die Mutante bei dem angelegten 
Kriterium, dass ein auffälliger δ13C-Wert mindestens um die Standardabweichung 
minus eins kleiner sein muss als der Mittelwert einer Messreihe, (3.3.1) erkannt worden. 
Es ist davon auszugehen, dass bei der Bestimmung der δ13C-Werte von Einzelpflanzen 
oder von Blattprobenmischungen aus Blattproben zweier Pflanzen auch in der 
Mutantenpopulation KB7320 Pflanzen mit verringertem δ13C-Wert gefunden worden 
wären. Die bei einem solchen Vorgehen benötigte Anzahl an Messungen zur 
Isotopendiskriminierung war unter den gegebenen Bedingungen nicht durchführbar. 
4.3.2 Mutanten der Familie GR25C10 
Durch Sichtung einer Maispopulation in Bezug auf den δ13C-Wert der Pflanzen konnte 
die Familie GR25C10 identifiziert werden, deren Mutanten in verschiedenen Aspekten 
der C4-Photosynthese Unterschiede zu Wildtyppflanzen aufweisen. Die phänotypischen 
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Analysen der Mutanten zeigten im Vergleich zum Wildtyp ein deutlich vermindertes 
Wachstum (Abbildung 3.15), eine Verringerung der Anzahl sowohl der agranalen 
Bündelscheiden- als auch der granalen Mesophyllchloroplasten (Abbildung 3.18, 
Abbildung 3.19) und eine Veränderung der Morphologie der Chlorplasten (Abbildung 
3.20). Die Photosyntheserate der Mutanten ist reduziert (Abbildung 3.22), der apparente 
CO2-Kompensationspunkt deutlich erhöht (3.3.7). 
Die maximale Photosyntheserate einer Pflanze ist durch die Menge an funktionsfähigen 
Chloroplasten bedingt. Die eingeschränkte Photosyntheseleistung der Mutante könnte 
daher die analysierte verminderte Chloroplastenanzahl widerspiegeln. Neben der 
Reduzierung der Anzahl der Chloroplasten muss es allerdings auch noch andere Gründe 
für die eingeschränkte Photosyntheseaktivität der Mutanten geben. 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass in Bündelscheidenchloroplasten 
von Mutanten deutlich weniger Assimilationsstärkekörner vorliegen als in denen von 
Wildtyppflanzen (Abbildung 3.20). Stärke wird nicht auf Dauer in den Chloroplasten 
gespeichert sondern in einer Dunkelperiode unmittelbar abtransportiert. Die Menge an 
in den Chloroplasten vorliegender Stärke ist daher ein Anzeichen für die Fähigkeit eines 
Chloroplasten, CO2 zu fixieren. Es ist zu vermuten, dass die Photosyntheserate der 
Mutanten nicht nur aufgrund der reduzierten Menge an Chloroplasten niedriger ist als 
die von Wildtyppflanzen, sondern dass auch die Photosyntheseaktivität der einzelnen 
Chloroplasten der Mutanten im Vergleich zu denen aus Wildtyppflanzen eingeschränkt 
ist. 
Während die im Blattgewebe vorliegende Menge an Chlorophyll a und an Carotinoiden 
wie auch die Anzahl der Chloroplasten um etwa 50 % reduziert ist, ist die Menge an 
Chlorophyll b nur um etwa 30 % reduziert (Abbildung 3.17, Abbildung 3.18, Abbildung 
3.19). Aufgrund der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wäre aber eine 
Verringerung der Menge an Chlorophyll b von ebenfalls 50 % zu erwarten gewesen. 
Chlorophyll b ist eng mit dem Photosystem II assoziiert und kommt ausschließlich in 
Granathylakoiden vor. Neben der gewebespezifischen Expression von Chlorophyll b ist 
auch die gewebespezifische Expression der cab Gene dafür verantwortlich, dass das 
Photosystem II in den Bündelscheidenchloroplasten mit fehlenden Grana nicht normal 
ausgebildet wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Abundanz der Transkripte des 
Gens cab-m7 in der Mutante deutlich höher ist als im Wildtyp (Abbildung 3.27). Die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Mesophyllchloroplasten der Mutanten der 
Familie GR25C10 (Abbildung 3.20) geben keine Hinweise darauf, dass die Anzahl an 
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Granathylakoiden in den Chloroplasten zugenommen hat. Die Ergebnisse weisen daher 
darauf hin, dass die Lichtreaktion in den Pflanzen verändert ist. Möglicherweise ist das 
Photosystem II auch in den Stromathylakoiden der Bündelscheidenzellen aktiv. Durch 
die Freisetzung von Sauerstoff bei der Photolyse von H2O könnte es in den 
Bündelscheidenchloroplasten zu Photorespiration und zu der nachgewiesenen 
Einschränkung der Photosyntheseleistung und der Erhöhung des CO2-
Kompensationspunktes der Pflanze kommen (Hähnel, 1984). 
Der in dieser Arbeit bestimmte apparente CO2-Kompensationspunkt (Г) einer Pflanze 
ist von dem Mechanismus der CO2-Fixierung und von der Respiration der Pflanze 
abhängig. Um vollständig auszuschließen, dass der niedrige apparente CO2-
Kompensationspunkt der Mutante nicht auf die verringerte Photosyntheseleistung 
zurückzuführen ist, sollte in weiteren Untersuchungen der Versuch unternommen 
werden, den Kompensationspunkt unter Abzug der Atmung (Г*) zu ermitteln (Epron et 
al., 1995; Harley et al., 1992; Häusler et al., 1999). Alternativ könnte die Atmung durch 
die Messung des Gaswechsels der Pflanzen in Dunkelheit untersucht werden. Außerdem 
wäre es möglich, den Einfluss von der Sauerstoffkonzentration auf die apparente 
Photosynthese zu bestimmen (Björkmann, 1981; Ku und Edwards, 1977; Maroco et al., 
2000). Bei hohen Sauerstoffkonzentrationen (> 30 %) wird in C3-Pflanzen im 
Gegensatz zu C4-Pflanzen die Photorespiration auf Kosten der Photosynthese gefördert. 
Es kommt zur sauerstoffbedingten Hemmung der Photosynthese und zu einem Anstieg 
des apparenten CO2-Kompensationspunktes. Eine Schädigung des C4-Zyklus kann 
daher durch eine Hemmung der Photosyntheserate und einem Anstieg des apparenten 
CO2-Kompensationspunktes bei hohen Sauerstoffkonzentrationen gezeigt werden. Der 
in dieser Arbeit bestimmte niedrige apparente CO2-Kompensationspunkt der Mutanten 
ist ebenso wie der verringerte δ13C-Wert ein Indiz für eine Schädigung im CO2-
Konzentrierungsmechanismus der C4-Photosynthese der Pflanzen. Möglicherweise steht 
die Erhöhung des apparenten Kompensationspunktes, die Erhöhung der 
Transkriptabundanz des cab-m7 Gens und die, bezogen auf die Chloroplastenanzahl, 
erhöhte Menge an Chlorophyll b in Zusammenhang mit der veränderten Morphologie 
der Mesophyll- und Bündelscheidenchloroplasten (Abbildung 3.20). 
Um für die Veränderungen der Morphologie und der Photosyntheseleistung der Mutante 
der Familie GR25C10 eine Erklärung zu finden, wurden umfangreiche Analysen der 
Abundanz C4-spezifischer Transkripte und verschiedener Metaboliten durchgeführt. Im 
Weiteren wird der Versuch unternommen, die Ergebnisse mit der C4-spezifischen CO2-
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Fixierung in Mais, wie sie in Abbildung 1.1 dargestellt ist, in Verbindung zu setzen. An 
der primären CO2-Fixierung in Mais, bei der als erster längere Zeit nachweisbarer 
Metabolit Malat entsteht, sind die Enzyme CA, PEPC und MDH beteiligt (Abbildung 
1.1). Im Cytoplasma von Mesophyllzellen wird CO2 durch CA in HCO3- umgewandelt 
und durch PEPC auf PEP übertragen (Mukerji, 1977). Das entstandene OAA wird 
anschließend in den Chloroplasten der Mesophyllzellen durch MDH zu Malat reduziert 
(Musrati, 1998). Bei der Bestimmung der primären Fixierungsprodukte zeigte sich, dass 
eine Mutante im gleichen Zeitraum etwa 25 % weniger 14CO2 fixiert als eine 
Wildtyppflanze (Abbildung 3.23). Aufgrund der Messungen der Photosyntheserate wäre 
zu erwarten gewesen, dass die primäre Fixierung noch deutlicher eingeschränkt ist. Der 
Malatanteil an den 14C-markierten, löslichen Metaboliten ist (2.9.1) in der Mutante und 
der Wildtyppflanze gleich (Abbildung 3.23). Messungen der Transkriptabundanz C4-
spezifischer Enzyme zeigten (Abbildung 3.24), dass in der Mutante die Abundanz der 
CA-Transkripte leicht und die der MDH-Transkripte stark erhöht ist. Die absolute 
Menge der vorliegenden Proteine wurde ebenso wie die Menge an PEPC nicht 
bestimmt. Die Ergebnisse der Messung der Abundanz der PEPC-Transkripte 
(Abbildung 3.24), der Mengenverhältnisse zwischen PEPC und der großen Untereinheit 
der RuBisCo (Abbildung 3.25) und der PEPC-Aktivität (Abbildung 3.26) weisen aber 
darauf hin, dass in Wildtyppflanzen und Mutanten der Familie GR25C10 gleiche 
Mengen an PEPC vorliegen und auch die Aktivität des Proteins vergleichbar ist. Da 
alles durch PEPC umgewandeltes HCO3- in den löslichen oder unlöslichen Metaboliten 
einer Pflanze zu finden ist, muss demzufolge die Aktivität der CA in der Mutante 
eingeschränkt sein oder CO2 gelangt nicht schnell genug in die Mesophyllzellen 
(Abbildung 3.23). Würden in der Mutante, wie in der Wildtyppflanze katalysiert durch 
CA, identische Mengen an HCO3- vorliegen, könnte die PEPC in der Mutante gleiche 
Mengen an OAA produzieren wie das Enzym der Wildtyppflanze und die Menge an 
14C-markierten primären Metaboliten wäre in beiden Pflanzen gleich. Im C4-Zyklus von 
Mais wird OAA in die Mesophyllchloroplasten transportiert und durch MDH zu Malat 
reduziert. Wie bereits beschrieben ist die Transkriptabundanz der MDH in Mutanten 
stark erhöht (Abbildung 3.24). Betrachtet man den Anteil des Malats an der 
Gesamtfraktion der primären löslichen Metaboliten bestätigt sich, dass die Menge und 
Aktivität der MDH einer Mutante im Vergleich zu der einer Wildtyppflanze zumindest 
nicht verringert sein kann. Wäre die Fähigkeit der MDH OAA zu Malat zu reduzieren, 
eingeschränkt, müsste in der Mutante OAA akkumulieren oder ein Produkt eines 
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Stoffwechselnebenweges zur Umwandlung von OAA wie Aspartat sollte vermehrt 
gebildet werden (Wingler et al., 1999). In beiden Fällen käme es in der Mutante im 
Vergleich zum Wildtyp zu einer Verschiebung des Verhältnisses der Malatmenge zu der 
Gesamtfraktion der löslichen Metaboliten, die aber nicht nachgewiesen werden konnte 
(Abbildung 3.23). Dass der Anteil des Malats an den primären Fixierungsprodukten in 
der Mutante und der Wildtyppflanze gleich ist, weist daraufhin, dass der Transport des 
OAA in die Chloroplasten der Mesophyllzellen nicht beeinträchtigt ist. Auch die 
Anzahl der Chloroplasten scheint ausreichend zu sein, um die in den Mesophyllzellen 
vorliegende Menge an OAA zu Malat umzusetzen. Die veränderte Morphologie 
(Abbildung 3.20) und die verringerte Anzahl der Mesophyllchloroplasten (Abbildung 
3.18, Abbildung 3.19) ist demnach für die verringerte Photosyntheseleistung der 
Mutanten zumindest nicht ausschlaggebend. 
Dem Reaktionsverlauf der CO2-Fixierung in Mais folgend wird Malat in 
Bündelscheidenchloroplasten exportiert und hier durch ME zu PYR decarboxyliert 
(Ziegler, 1974). Das freigesetzte CO2 wird durch RuBisCo in den Calvin-Zyklus 
eingeschleust und endgültig fixiert. Die Messungen der Abundanz der Transkripte von 
ME (Abbildung 3.24) ergaben, dass in der Mutante gleiche Mengen des Transkriptes 
von ME vorliegen wie in der Wildtyppflanze. Daher ist vermutlich auch die Menge an 
aktivem Protein in den Pflanzen vergleichbar. Für die Decarboxylierung der reduzierten 
Menge des primären Fixierungsproduktes Malat steht in der Mutante demnach eine 
prozentual gesehen größere Menge an ME zur Verfügung als in der Wildtyppflanze. 
Möglicherweise ist dies eine Erklärung dafür, warum die Gesamtmenge an Malat im 
Blattgewebe der Mutante im Vergleich zur Wildtyppflanze so deutlich reduziert ist 
(Abbildung 3.28). Im Gegensatz zum Transkript von ME akkumuliert das Transkript 
der kleinen Untereinheit der RuBisCo in der Mutante deutlich weniger als in der 
Wildtyppflanze (Abbildung 3.24). Im Gegensatz dazu zeigte eine Auswertung der 
Auftrennung von Proteinrohextrakten, dass das Verhältnis zwischen PEPC und der 
großen Untereinheit der RuBisCo in einer Mutante und einer Wildtyppflanze gleich ist 
(Abbildung 3.25). Da, wie beschrieben, davon ausgegangen werden kann, dass eine 
Mutante und eine Wildtyppflanze gleiche Menge an PEPC besitzen, weist diese 
Verhältnismessung darauf hin, dass RuBisCo in den Pflanzen, unabhängig von der 
Messung der Transkriptabundanz, ebenfalls in vergleichbaren Mengen vorliegt. Die 
Transkriptabundanz eines Genes ist daher nicht allein entscheidend um die Menge eines 
aktiven Proteins in einer Pflanze darzustellen. Die Quantifizierung verschiedener 
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Metaboliten zeigte in der Mutante eine im Vergleich zur Wildtyppflanze stark erhöhte 
Akkumulation der PYR-Menge (Abbildung 3.28). Aufgrund der Ergebnisse der 
Untersuchungen der Enzyme ME und RuBisCo gibt es keine Hinweise darauf, dass die 
erhöhte Akkumulation von PYR auf Veränderungen der enzymatischen Situation in den 
Bündelscheidenchloroplasten zurückzuführen ist. 
Im weiteren Verlauf des C4-Zyklus von Mais wird PYR in die Mesophyllchloroplasten 
transportiert und dort durch PPDK zu PEP phosphoryliert (Walker et al., 1997). Die 
PPDK Transkriptabundanz ist in einer Mutante der Familie GR25C10 höher als in einer 
Wildtyppflanze (Abbildung 3.24). Außerdem liegt in der Mutante im Vergleich zu einer 
Wildtyppflanze mehr PEP vor (Abbildung 3.28). Neben der Regeneration von PYR 
durch PPDK wird PEP unter anderem auch durch die Decarboxylierung von OAA 
durch Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK) (Wingler et al., 1999) und in der 
Glykolyse durch die Dehydrierung von Phosphoglycerat durch Enolase (Lal et al., 
1994) gebildet. Es wäre denkbar, dass PEP in den Mesophyllzellen akkumuliert, wenn 
es nicht bei der CO2-Fixierung durch PEPC verbraucht wird. Die bereits beschriebene 
höhere Akkumulation von PYR ließe sich ebenfalls durch den fehlenden Verbrauch der 
PEP erklären. Obwohl PPDK in den Mesophyllchloroplasten vermutlich in normalem 
Maß zur Verfügung steht, könnte sich in den Mesophyllzellen zwischen PEP und PYR 
ein Gleichgewicht einstellen. PYR würde dann zusätzlich bereits in den 
Bündelscheidenzellen akkumulieren, was erklären könnte, dass PYR noch stärker 
akkumuliert als PEP. 
Es konnte gezeigt werden, dass die Mutanten der Familie GR25C10 im Vergleich zu 
Wildtyppflanzen vor allem Unterschiede in der primären Fixierung von CO2 aufweisen. 
Die Ergebnisse der umfangreichen Untersuchungen weisen darauf hin, dass entweder 
die Umwandlung von CO2 in HCO3- durch CA oder die Diffusion von CO2 in die 
Mesophyllzellen gestört ist. Die veränderte Morphologie (Abbildung 3.20) und die 
verringerte Anzahl der Mesophyllchloroplasten (Abbildung 3.18, Abbildung 3.19) ist 
demnach für die verringerte Photosyntheseleistung der Mutanten nur bedingt 
ausschlaggebend. Die anatomischen Besonderheiten der Chloroplasten könnten aber für 
den Phänotyp der Pflanzen eine Bedeutung haben, ohne dass der Zusammenhang bisher 
erklärt werden könnte. 
Welche Faktoren für die Diffusion von CO2 in Mesophyllzellen limitierend sind, wurde 
nur in wenigen Arbeiten untersucht. Bisher konnte kein geeignetes System entwickelt 
werden, um die Menge an CO2, die durch eine Mesophyllzellwand diffundiert, zu 
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messen (Evans und von Caemmerer, 1996). Es gibt Hinweise darauf, dass die 
Mesophyllzellwände in C4-Pflanzen dünner sind als die in C3-Pflanzen und die CO2 
Aufnahme dadurch begünstigt wird (Evans et al., 1994; Longstreth et al., 1980). Die 
Theorie, dass die Diffusion von CO2 durch Veränderungen in der Zellwand oder auch 
der Cytoplasmamembran der Mesophyllzellen gestört sein könnte, kann alle 
nachgewiesenen Veränderungen des Stoffwechsels und der Transkriptabundanz in den 
Mutanten erklären. Unklar bliebe jedoch, warum die Pflanzen einen verringerten δ13C-
Wert aufweisen. Der δ13C-Wert einer C4-Pflanze verändert sich, nur wenn am Ort der 
endgültigen CO2-Fixierung, der Umgebung der RuBisCo, die 13C-Konzentration 
niedriger ist als normal. Für diesen Befund gibt es zwei Erklärungen. Es wäre möglich, 
dass zusätzlich zu der Veränderung der Zellwände respektive der 
Cytoplasmamembranen der Mesophyllzellen auch die der Bündelscheidenzellen 
verändert sind, so dass 12CO2 direkt in die räumliche Umgebung der RuBisCo gelangen 
kann. Eine andere Erklärung wäre, dass ein Enzym der primären CO2-Fixierung der 
Mutanten gegen das Kohlenstoffisotop 13C diskriminiert. Es ist vernünftig anzunehmen, 
dass ein genetischer Defekt, der zu Fehlern in der Synthese der Zellwände oder 
Cytoplasmamembranen der Mesophyllzellen führt, auch die Synthese der 
entsprechenden Gewebe von Bündelscheidenzellen beeinflussen kann. Ebenfalls ist 
denkbar, dass eine Schädigung der CA, die eine verringerte Aktivität und eine 
verlangsamte Umwandlung von CO2 zu HCO3- bedingt, zu einer Diskriminierung des 
Enzyms gegen das Kohlenstoffisotop 13C führt. Die Veränderung der Morphologie der 
Chloroplasten wäre in beiden Fällen als Reaktion auf Veränderungen im Stoffwechsel 
der Zellen und den dadurch bedingten photooxidativen Stress zu erklären (Takeuchi et 
al., 2000). Auch das Ergebnis des Fisher-Yates-Tests, nach dem die Hypothese, dass die 
Mutanten der Familie GR25C10 eine rezessiv vererbte Mutation tragen, bevorzugt 
wurde (3.3.2), lässt beide Erklärungen zu. In Mais ist 20 % bis 60 % der CA Aktivität in 
der Plasmalemma der Mesophyllzellwände lokalisiert. Dadurch scheint die Diffusion 
von CO2 in die Zellen erleichtert zu sein (Price et al., 1994; Utsunomiya und Muto, 
1993). Diese Erkenntnisse könnten darauf hinweisen, dass eine Kombination beider 
Theorien richtig ist und die Lokalisation der CA in den Mesophyllzellen der Mutanten 
gestört ist. 
Aufgrund der Ergebnisse und den daraus gezogenen Schlussfolgerungen ergibt sich für 
die Mutanten der Familie GR25C10 folgendes Bild. Die Mutanten sind in ihrer 
Fähigkeit, Photosynthese zu betreiben, im Vergleich zu Wildtyppflanzen eingeschränkt. 
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Es gibt starke Hinweise darauf, dass in den Mutanten die primäre CO2-Fixierung gestört 
ist. Entweder sind die Zellwände oder Cytoplasmamembranen der Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen verändert oder es liegt eine Schädigung der CA vor. Unabhängig 
von diesen Erkenntnissen weisen einige Ergebnisse daraufhin, dass das Photosystem II 
in den Stromathylakoiden der Bündelscheidenchloroplasten aktiv und die 
Einschränkung der Photosyntheseleistung durch Photorespiration bedingt ist. 
4.3.3 Vergleich beschriebener Mutanten mit Defekten in der C4-Photosynthese 
und Mutanten der Familie GR25C10 
Umfangreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die Mutanten der Familie GR25C10 
im Vergleich zu Wildtyppflanzen sowohl Unterschiede in der Morphologie als auch in 
den biochemischen Eigenschaften aufweisen (3.3). Obwohl in Mais bereits zahlreiche 
Entwicklungsmutanten, die oft auch Defekte im C4-Syndrom zeigen, ausführlich 
beschrieben wurden, entspricht keine der beschriebenen Mutanten den Mutanten der 
Familie GR25C10. Im Folgenden soll eine Auswahl wichtiger Maismutanten mit 
Defekten im C4-Syndrom beschrieben werden. 
Bundle sheath defective (bsd) Mutanten zeichnen sich durch eine aberrante 
Entwicklung der Chloroplasten in den Bündelscheidenzellen verbunden mit Störungen 
in der zelltypspezifischen Akkumulation C4-spezifischer Transkripte aus. Es konnte 
gezeigt werden, dass das in bsd1 Mutanten von einer Transposoninsertion betroffene 
Gen golden 2 (G2) für einen Transkriptionsfaktor kodiert (Hall et al., 1998). Die 
Transkriptionsfaktoren der Familie der G2 like genes (Glk) scheinen bei der 
Aktivierung oder Inhibition bestimmter C4-spezifischer Gene eine Rolle zu spielen 
(Rossini et al., 2001), allerdings sind Glk Gene auch in C3-Pflanzen nachgewiesen 
worden (Fitter et al., 2002). Im Gegensatz zu den Mutanten der Familie GR25C10 
(Abbildung 3.24) zeigen bsd1 Pflanzen keine Akkumulation C4-spezifischer Transkripte 
in den Bündelscheidenzellen (Hall et al., 1998). Die Bündelscheidenchloroplasten von 
bundle sheath defective 2 (bsd2) Pflanzen schwellen im Licht an, die Anzahl der 
Bündelscheidenchloroplasten ist nicht reduziert (Brutnell et al., 1999; Roth et al., 1996). 
Das bsd2 Genprodukt scheint an der posttranslationalen Regulation der plastidären 
Genexpression beteiligt zu sein (Brutnell et al., 1999). Die Mutanten der Familie 
GR25C10 zeigen dagegen in lichtmikroskopischen Analysen keine durch Anschwellen 
zu erklärende Veränderung der Chloroplastenmorphologie, aber eine deutliche 
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Reduzierung der Anzahl sowohl der Bündelscheiden- als auch der 
Mesophyllchloroplasten (Abbildung 3.20, Abbildung 3.19). 
In Argentia Mutanten (ar, 3.3.1), die temperaturabhängig weiß gestreifte oder grüne 
Blätter zeigen, werden die C4-spezifischen Enzyme MDH, ME und PPDK vor allem 
entlang der Leitbündel in weißen Bereichen der Blätter nur eingeschränkt exprimiert 
(Langdale et al., 1987). Argentia Mutanten unterscheiden sich von Mutanten der 
Familie GR25C10 durch ihren makroskopischen Phänotyp. Weiterhin konnte in dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass der 13C Kohlenstoffisotopengehalt des Blattgewebes von 
Argentia Mutanten im Gegensatz zu Mutanten der Familie GR25C10 nicht erhöht ist 
(3.3.1, 3.3.3). 
Plastid undifferentiated Mutanten (pun) können im Licht keine intakten Chloroplasten 
bilden und zeigen daher gelbe Blätter (Roth et al., 2001). Mutanten der Familie 
GR25C10 dagegen besitzen zwar geschädigte, aber dennoch photosynthetisch aktive 
Chloroplasten (3.3.3, Abbildung 3.22), die Blattfarbe ist im Vergleich zu 
Wildtyppflanzen heller, aber dennoch grün (Abbildung 3.16). 
Im Gegensatz zu Mutanten der Familie GR25C10, deren Blätter die C4-typische 
Organisation von Maisblättern aufweisen (Abbildung 3.18), zeigen Tangled 1 Pflanzen 
(tangled1) im Blattgewebe bündelscheidenähnliche Zellen unabhängig von der 
räumlichen Nähe zu Leitbündeln (Jankovsky et al., 2001; Smith et al., 2001). 
Während rough sheath (rs1 und rs2) Mutanten knotenähnliche Auswüchse auf der 
Blattspreite zeigen (Smith et al., 1992; Tsiantis et al., 1999), gleicht die Struktur der 
Blattoberfläche der Mutanten der Familie GR25C10 der von Wildtyppflanzen 
(Abbildung 3.16). 
Bei den Mutanten der Familie GR25C10 scheint es sich aufgrund der mangelnden 
Übereinstimmungen mit anderen beschriebenen um Mutanten mit einem neuen, bisher 
nicht beschriebenen Defekt zu handeln. Die Pflanzen zeigen eine deutliche Veränderung 
in der Anzahl und der Morphologie sowohl der Mesophyll- als auch der 
Bündelscheidenchloroplasten. Die Genexpression der C4-spezifischen Enzyme der 
Photosynthese und die Akkumulation C4-spezifischer Metaboliten sind teilweise 
verändert. Durch Analysen der Gendefekte der Pflanzen können daher möglicherweise 
Gene identifiziert werden, die bisher unbekannt waren oder denen bisher für die 
Ausbildung des C4-Syndroms keine Bedeutung zugeschrieben wurde. 
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4.3.4 Ausblicke für Arbeiten mit der Linie GR25C10 
Es konnte gezeigt werden, dass Pflanzen der Maisfamilie GR25C10 im Vergleich zu 
Wildtyppflanzen deutlichen Unterschieden im Stoffwechsel und den anatomischen 
Besonderheiten der C4-Photosynthese aufweisen. Daher sollte in weiteren Arbeiten das 
Gen identifiziert werden, dessen Schädigung durch eine Transposoninsertion die 
analysierten Veränderungen bedingt. Zum Auffinden des geschädigten Gens könnte das 
Verfahren „Amplification of insertion mutagenised sites“ (AIMS-Verfahren) eingesetzt 
werden (Frey et al., 1998). Bei dieser Technik wird die genomische DNA von mehreren 
Mutanten und Wildtyppflanzen derselben Familie enzymatisch gespalten. An die 
Restriktionsfragmente werden Adaptoren ligiert, so dass es möglich ist, alle zu 
Transposoninsertionen benachbarten DNA-Sequenzen durch PCR zu amplifizieren. Die 
PCR-Produktgemische werden auf einem Sequenziergel getrennt. Das Bandenmuster 
von verschiedenen Mutanten und Wildtyppflanzen derselben Familie werden 
verglichen. Ein PCR-Fragment, das in den PCR-Reaktionen aller Mutanten aber nicht in 
denen der Wildtyppflanzen nachweisbar ist, stellt mit hoher Wahrscheinlichkeit die für 
den Phänotyp verantwortliche Mutation dar. Das Amplifikat kann aus dem Gel isoliert 
und sequenziert werden. Die Segregation etwaiger Kandidatenloci kann in 
Auskreuzungen verfolgt werden. 
Die Hinweise über die Insertionsstellen des Transposons RescueMu, die die 
Sequenzierungen der erstellten Adaptorbanken und die RescueMu Plasmidbibliothek 
einer Mutante der Familie GR25C10 erbracht haben (3.3.14), können über geeignete 
PCR-Systeme in der DNA der Mutanten verifiziert werden. Die Vielzahl identifizierter 
EST weist daraufhin, dass in den Mutanten Transposonintegrationen präferentiell in 
transkribierten Genbereichen vorliegen. Auch hier kann die Segregation etwaiger 
Kandidatenloci in Auskreuzungen verfolgt werden. Aufgrund der derzeitigen Datenlage 
scheint dieser Ansatz jedoch nicht besonders viel versprechend zu sein. Die bisherigen 
Sequenzierergebnisse der Adaptorbanken und der erstellten RescueMu 
Plasmidbibliothek sind uneinheitlich. Es wäre zu erwarten gewesen, dass bestimmte 
Transposoninsertionen sowohl in den Adaptorbanken als auch in der RescueMu 
Plasmidbibliothek aufzufinden sind. Da dies nicht der Fall ist, gibt es für weitere 
Analysen keinen offensichtlichen Ausgangspunkt. Alle identifizierten 
Transposoninsertionen über verschiedene Segreganten zu verfolgen scheint aufgrund 
ihrer Vielzahl nicht angemessen zu sein. 
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Eine gewebespezifische Bestimmung der Genexpression der cab Gene durch Separation 
von Mesophyll- und Bündelscheidenzellen (Hahnen et al., 2003) könnte Aufschluss 
darüber geben, ob das Gen in Bündelscheidenzellen vorliegt oder nicht. Würde cab 
tatsächlich in Bündelscheidenzellen exprimiert werden könnte das Hinweise darauf 
liefern, dass das Photosystem II in diesem Gewebe aktiv ist. Außerdem könnte die 
Separation von Mesophyll- und Bündelscheidenzellen dazu dienen, den Umstand zu 
klären, in welchem Gewebe PYR akkumuliert (Weiner und Heldt, 1992). 
Die elektronenmikroskopische Beurteilung der Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellwände in Mutanten und Wildtyppflanzen der Familie GR25C10 
könnte erste Hinweise auf eine Veränderung der Eigenschaften dieser Gewebe in den 
Mutanten und eine damit korrelierende Erschwerung der Diffusion von CO2 in die Zelle 
liefern (Evans et al., 1994; Longstreth et al., 1980). 
Die Frage ob die CA in den Mutanten der Familie GR25C10 geschädigt ist oder nicht 
könnte durch Aktivitätsmessung der CA beantwortet werden (Keys und Parry, 1990). 
Für alle vorgeschlagenen Versuche ist es notwendig, mehrere Mutanten miteinander 
vergleichen zu können, daher muss der erste Schritt weiterer Analysen die Propagierung 
der Maislinie GR25C10 sein. 
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5 ANHANG 
5.1 Dof1 und Dof2 cDNA-Sequenz Vergleich 
Im Folgenden sind die cDNA Sequenzen der Transkriptionsfaktoren DOF1 und DOF2 
dargestellt. Die Dof1 Sequenz entspricht der Datenbanksequenz gi 517257 (Yanagisawa 
und Izui, 1993), die Dof2-Sequenz der Datenbanksequenz gi 1061305 dargestellt 
(Yanagisawa, 1995). Homologien der Sequenzen wurden durch das Programm 
CLUSTAL X 1.8 (Aiyar, 2000; Jeanmougin et al., 1998; Thompson et al., 1997) 
analysiert, sind fett hervorgehoben und zusätzlich mit Sternchen gekennzeichnet. Die 
für die RNAi-Konstrukte ausgewählten Sequenzen des jeweilige Gens sind grau 
unterlegt (1.5, 3.2). 
 
DOF1 ---------------------------------------------------------GGG 3 
DOF2 ACTCCACAGTCGACACTCGACACCACCTCACATCCCCGCGCACCGCTCGACGTGCGCGAC 60 
                                                              * 
 
DOF1 CACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTGGGCACGTCGCTATCGTCCGTAACGGCGACCGC 63 
DOF2 CACGAGCCACTGACGCGTCGGCCCGCCCGGCG-GTAAACAT-AAGCGAAGCGGTGAGAGT 118 
     **** *     ****   *** * *   ***  **    **    ** * *** **  * 
 
DOF1 GACCATAAGAGAGAAGGCAAAGTCAGCC--CCCGGCGGGCGGTAACCGCCCCCCTCCTTT 121 
DOF2 TACCCGGACCGACCGGGCCTGGTCCACCGACCCGGCGC-CGGTGCCCATAAACTCGAGAG 177 
      ***   *  **   ***   ***  **  *******  ****  **     * 
 
DOF1 CAACTCGCTCGCT--CGCTCGCC-----TTCCATCTTTCTCCCTCTGTCGGCAGTCTGCA 174 
DOF2 CGAGTCGACCACCGACGCTAGCGAGCAGCTGAAACTGAAACAGCCCGTCATCTACCATTC 237 
     * * ***  * *   **** **       *  * **    *   * ***  *   * 
 
DOF1 GCAGCCCAGCGCCGTCGCGCATGCAGGAG-----GCGTCAT---------CGGCGGCGGC 220 
DOF2 GCCCCGCCGCGACGCTCCCTGCTCGGAACAGCCTGCGTTGCTCGCCCACACGACGCCACG 297 
     **  * * *** **   *     * * *      ****            ** ** * 
 
DOF1 GGCGGGGGCCGAGCCCGGCCGTCGGGCGGCGCAGCATCAGTTCGCCGGCGTGGACCTCCG 280 
DOF2 CATGCAGGAGGAGCCAGGGCGCCGTCCCGTGCCGCC---GTTCGCGGGCGTCGACCTCCG 354 
        *  **  ***** ** ** **  * * ** **    ****** ***** ******** 
 
DOF1 GCGGCCCAAGGGGTACGCGGC-GCCGGC-GCC-----GGCGCCGGCGGTGGGCGAGGGGG 333 
DOF2 CCGCCCCAAGGGCTACCCCGT-GCCGGTTGCCAAGGAGGAGAGGCCGGCGCCGGGCGGCG 413 
      ** ******** *** * *  *****  ***     ** *  * *** *   *  ** * 
 
DOF1 ACCCGTGCCCGCGGTGTGCGTCGCGGGACACCAAGTTCTGCTACTACAACAACTACAACA 393 
DOF2 ACCCGTGCCCGCGGTGCGGGTCGCGGGACACCAAGTTCTGCTACTACAACAACTACAACA 473 
     **************** * ***************************************** 
 
DOF1 CCTCCCAGCCGCGCCACTTCTGCAAGGGCTGCCGCCGCTACTGGACCAAGGGTGGCACGC 453 
DOF2 CGTCGCAGCCGCGCCACTTGTGCAAGTCGTGCCGCCGCTACTGGACCAAGGGCGGGTCCC 533 
     * ** ************** ******   *********************** **  * * 
ANHANG 137
 
 
DOF1 TGCGCAACGTCCCCGTCGGCGGCGGCACCCGCAAGA--AGCC----CTCCTCCTCCTCCT 507 
DOF2 TCCGCAACGTCCCCGTCGGGGGCGGCACCCGCAAGAGCAGCAGCAGCTCCTCATCATCCT 593 
     * ***************** ****************  ***     ****** ** **** 
 
DOF1 CGTCGTCGTC-----CTACGTGGCCGCCGCGGACGCCGACAGGC----------AGCCCA 552 
DOF2 CGGCGGCGACGACGACGACGACGACGACGTCAACCTCGCCCGGCGCCGCGCCCAAGGCCA 653 
     ** ** ** *     * ***  * ** **   **  ** * ***          ** *** 
 
DOF1 AGAAGAAGCCCGCCAGCAAGAAGCGCCGCGTCGTGGCGCCGGCCCCGGAGCTCGCCACCG 612 
DOF2 CGAAACGGTCGAAGAACTCTAAGCGCCGCCGCGTCGCGCCTGCCCCGGA---CCCCGCCG 710 
      ***   * *    * *   *********  *** ***** ********   * ** *** 
 
DOF1 CGGCCGACCCAGGCAAGACGGCGACCACCACCACGACGACGAGCGAGATCACCACGGAGA 672 
DOF2 CGCCCGGCACGGACGCCTCCACCGCCGACGTCGCGAGCACGGCACCGTCCGCAGCGACGG 770 
     ** *** * * * *    *  *  **  *  * ***  ***     *  * *  **  * 
 
DOF1 CTGGCGCGCTGGAGGACTCCGACTCCCTGGCGCACCTGCTGCTGCAGCCCGGGACAGAGG 732 
DOF2 TGGCTGCCTCGGAGAAGCCGAGCGCGACGGAGCAC--GCAGCGGCGGCTGTCGCCA---- 824 
       *  **   **** *  *   * *   ** ****  ** ** ** **    * ** 
 
DOF1 ACGCGGAGGCCGTCGCGCTCGGCCTCGGCCTCT-CCGACTTCCCCTCCGCCGGGAAGGCG 791 
DOF2 -CTGAGAAGCCGCCGGCCGCGCCTCCGGTGTCCGTCGGCGCTTTCGCGGACACGTCCCCG 883 
      *   ** **** **  * ** *  ***  **   ** *     * * * *  *    ** 
 
DOF1 GTGCTGGACGACGAGGACTCGTTCGTGTGGCCCGCCGCGTCGTTCGACATGGGCGCGTGC 851 
DOF2 GCGCCAGATGCTGGGAGCGGCGGCGT-TAGGGAGCTGC--TGCCGCACCCGAGC-CGCTT 939 
     * **  ** *  * *  *     *** * *   ** **   *    **  * ** ** 
 
DOF1 TGGGCCGGCGCAGGGTTCGCCGACCCGGACCCCGCCTGCATCTTCCTCAACCTCCCGTGA 911 
DOF2 CGAGTGGCCGTCGGGCTG--CGACCTGGGGCCGCCCTA-------CTGGGGCTGGGGCAC 990 
      * *  * **  *** *   ***** **  **  ***        **    **   * 
 
DOF1 CAGCCACACACGGTCACGGCGCCGAGGC-GTACGTCCTCCTGCTCTGCTCTGCTCTGCGC 970 
DOF2 CAGC-GTGCTCGCCGACACCGACCCGGC-GCTGTTCCTC--AATCTGCCGTGAGTGACCC 1046 
     ****    * **   **  ** *  *** *    *****    *****  **     * * 
 
DOF1 CTGATGATGAGTGCAAGGAAATGGAGCGCTTTGATTCTTCAGCTATTTGATGCATCTGCT 1030 
DOF2 GTGACAACGCCATGGCGCCCATGG------TTAACTAGTCAACCAT------CATCACAC 1094 
      ***  * *       *   ****      ** * *  *** * **      **** 
 
DOF1 AATTGATTTGGCAGTGGTGGTAAGGTACAC-GCACGATGAGCTGACTGCGT--GGTTCT- 1086 
DOF2 GGTCGACGAGATGAGAGGAACAGAGCACGCAGTGCGTCGGGCTCTTGAAGCTAGGTGCTG 1154 
       * **   *      *    *  * ** * *  **  * ***      *   *** ** 
 
DOF1 TGGTTTGG-GCCTTAGTATA-TGATGACGATGACGATGATACTAGTTGTATGTGTGAC-G 1143 
DOF2 TAGTAGTC-TCCTAAGCTTACTGTTGTCTAGACCGACAGTCTCGCGTACTTGTGTAGTTG 1213 
     * **      *** **  ** ** ** * *   ***   *      *   *****    * 
 
DOF1 TGAGAGACGATCGCGACGACGACCTTGAATTTTAGTTTC--TGAGATGAAAAAGGTCAAC 1201 
DOF2 TGTTGATGGTTTTTAATCGCCGCTTTGTACTGCAATTCTAGTAAAAAGGCTAGCATGGGA 1273 
     **      * *    *   *  * *** * *  * **    * * * *   *   * 
 
DOF1 TAGT-GGCCTCTGTATGACT-TTAGTTTTACTCA-------TGAACTCATCAGATGGCTG 1252 
DOF2 TAGCCGGGCTCTGCACGGAT-CTGTGCTTGCTTTGACAGTTTGATCTGATTGGGGTGCTT 1332 
     ***  ** ***** * *  *  *    ** **         *** ** **  *   *** 
 
DOF1 GCTATGGCTGTGGCTGTGGCTGTGGCTAACTCATCGTC--------------- 1290 
DOF2 TCTTATTTTAAGGCCATGAGAATCGCAAGAACAGGGAGCGGCGAACTTCGAAG 1385 
      **     *  ***  **    * ** *   **  * 
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5.2 Übersicht über die genetische Situation der Dof1 Mutanten der 
Familie GR25C22 
Im Folgenden ist eine Übersicht über die genomische Situation in der Umgebung des 
Dof1 Gens der Maispflanzen der Familie GR25C22 dargestellt. Alle in dieser Arbeit 
verwendeten Primer sind angegeben und fett hervorgehoben. Pfeile geben die 5’-3’ der 
Primer an. Die RescueMu-Transposon-Sequenz (gi-Nummer AY301066) ist grau 
unterlegt, die Strukturgene des Transposons sind zusätzlich grau hervorgehoben. Die 
unterstrichene Teilsequenz des Transposons entspricht einem Teil der Sequenz des 
pBlueScript Vektors. Die Dof1 cDNA Sequenz ist grün unterlegt, die nichtkodierenden 
Regionen der cDNA sind zusätzlich grün hervorgehoben. Pfeile zeigen die 5’-3’ 
Richtung der einzelnen Teilelemente der Sequenz. Alle eingetragenen Elemente sind 
beschriftet. Die durch die Transposoninsertion verdoppelte Sequenz ist gelb 
hervorgehoben. 
 
      gatcta gttggccatc tgttccacct gcaggttctt ttccaccagc 
      ctagat caaccggtag acaaggtgga cgtccaagaa aaggtggtcg 
       
 tccgtggata ggtctaccac gagttcctcc ctgttatcta gggtgatctt ggtagcttcc 
 aggcacctat ccagatggtg ctcaaggagg gacaatagat cccactagaa ccatcgaagg 
       
 accaatgcca ttagttgaga cattgcctct cctcgcaccg cttgtaggcg gtacagggca 
 tggttacggt aatcaactct gtaacggaga ggagcgtggc gaacatccgc catgtcccgt 
       
 ttcatgcatc gcaccgttaa gtgagcagtc tgccctgggt aaagagccca tatatccttg 
 aagtacgtag cgtggcaatt cactcgtcag acgggaccca tttctcgggt atataggaac 
       
 gcatgctcca ctcgatcttt ccacattggg tcgtcctcct tttcagcggg gaacaagcca 
 
cgtacgaggt gagctagaaa ggtgtaaccc agcaggagga aaagtcgccc cttgttcggt 
 
 ← ggtgtaaccc agcaggagga Primer 846 ← 
       
 atgggatgag tagacagctc taaggggtga aaaccacaga aggtcgtcag cccgtggaga 
 taccctactc atctgtcgag attccccact tttggtgtct tccagcagtc gggcacctct 
 
 ← gtcgag attccccact tttggtg Primer 845 ← 
       
 gcaatggcct caattgtgtc ttcagccctg tatccaaaag actcggagtc caacaaacgc 
 cgttaccgga gttaacacag aagtcgggac ataggttttc tgagcctcag gttgtttgcg 
       
 cagcctggct gcaagggatg aggctccaag gtcatcctca ccctacagcg gggcacccgg 
 gtcggaccga cgttccctac tccgaggttc cagtaggagt gggatgtcgc cccgtgggcc 
       
 tgctcctcga atagctgcac cgcgtactgg ggaggcgtcg tataaccggc tccctgaagt 
 acgaggagct tatcgacgtg gcgcatgacc cctccgcagc atattggccg agggacttca 
       
 acctcccaca agatgcgggg aaaaccctct cgtgctagtc catctgtgtg ggattgtgcg 
 tggagggtgt tctacgcccc ttttgggaga gcacgatcag gtagacacac cctaacacgc 
       
 ttccctcctt ccgaggatcc gtgagaagtc atctgtgtac gggtaagcgt aagcgaaaaa 
 aagggaggaa ggctcctagg cactcttcag tagacacatg cccattcgca ttcgcttttt 
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 gaaaaagaat tagaaaaata aaaggggatc aaggcttggc ctatcgaagg ttacgataag 
 ctttttctta atctttttat tttcccctag ttccgaaccg gatagcttcc aatgctattc 
       
 gtcactgagt gtactcaatc tttcattatc atgtatttaa agtttttacc caattatcaa 
 cagtgactca catgagttag aaagtaatag tacataaatt tcaaaaatgg gttaatagtt 
       
 gtagtttaag taatgatgca tgcatgctcg tcctaaccga ccttatttta acttagaggg 
 catcaaattc attactacgt acgtacgagc aggattggct ggaataaaat tgaatctccc 
       
 aatagggaaa aattcccatt ccttatagta gcctatagga cttactcaaa tagccaccta 
 ttatcccttt ttaagggtaa ggaatatcat cggatatcct gaatgagttt atcggtggat 
       
 gctacccctc cattatccta aggcttcacg tcctaggtct atccttattg tcacacccag 
 cgatggggag gtaataggat tccgaagtgc aggatccaga taggaataac agtgtgggtc 
       
 ttttagaagg caaaccgaat gcgaaccatg tacgtgccag gatcagcaat tcacgtacac 
 aaaatcttcc gtttggctta cgcttggtac atgcacggtc ctagtcgtta agtgcatgtg 
 ← Primer 827 cgcttggtac atgcacggtc c ←  
       
 agcagttaca taacatggac atcatcacac agtgctcaaa tagtattaaa aagggaaata 
 tcgtcaatgt attgtacctg tagtagtgtg tcacgagttt atcataattt ttccctttat 
       
 atagtcgatt acatcatatg tctgagacat ccacatagtc tttacaataa tcaaagtgcg 
 tatcagctaa tgtagtatac agactctgta ggtgtatcag aaatgttatt agtttcacgc 
       
 aaatagaaac gtagataaac gcggccttca caggcagccg actggggggg ggttgccgcg 
 tttatctttg catctatttg cgccggaagt gtccgtcggc tgaccccccc ccaacggcgc 
       
 aacccacgcc tagaactcat catagtcttg gaactcctga aagtctcctt ccacggcttc 
 ttgggtgcgg atcttgagta gtatcagaac cttgaggact ttcagaggaa ggtgccgaag 
       
 atcttcgcct gagcagtggt tgcaatgtgg acaacctggg gagggggggg ggtttggtgt 
 tagaagcgga ctcgtcacca acgttacacc tgttggaccc ctcccccccc ccaaaccaca 
       
 gtagagcaag ggtgagtaca catcaacata ctcagcaagt gtcctgtttg gctgtagtgg 
 catctcgttc ccactcatgt gtagttgtat gagtcgttca caggacaaac cgacatcacc 
       
 actagcttta tgtgggggta agtcaagcag ttgcttttag ttggtcagat tattattact 
 tgatcgaaat acacccccat tcagttcgtc aacgaaaatc aaccagtcta ataataatga 
       
 agtagagaaa gccaagtttt agaattaacc cacgttatta acccagatgt atcctttcca 
 tcatctcttt cggttcaaaa tcttaattgg gtgcaataat tgggtctaca taggaaaggt 
       
 aacggaaaga ataccgctta ccattaccag agtcaatacc aaaaccatca atctcgttgc 
 ttgcctttct tatggcgaat ggtaatggtc tcagttatgg ttttggtagt tagagcaacg 
       
 cacctgtaat tcgaacatct ctgatcaagt accactactc aatggatgtc ctttggccgc 
 gtggacatta agcttgtaga gactagttca tggtgatgag ttacctacag gaaaccggcg 
       
 tcataaccgc gagcacggct gatattttgg ccgctcataa ccgcgagcac ggctgatata 
 agtattggcg ctcgtgccga ctataaaacc ggcgagtatt ggcgctcgtg ccgactatat 
       
 tcagtttttc aaagactctg cagaggttgt acacttaccc atgagccgtg attccctttt 
 agtcaaaaag tttctgagac gtctccaaca tgtgaatggg tactcggcac taagggaaaa 
 
 ← gac gtctccaaca tgtgaatggg Primer 808 ← 
       
 tgcctcgggt tgtacggacc cttgaacact cccaaggtga gtaggcaggg tctcactacg 
 acggagccca acatgcctgg gaacttgtga gggttccact catccgtccc agagtgatgc 
140 ANHANG 
 
 
 tagcctttac aaagattccc cggggttgta gccgcccgtt aggtttccta aatgcaccgc 
 atcggaaatg tttctaaggg gccccaacat cggcgggcaa tccaaaggat ttacgtggcg 
       
 actcctccct aagggggcaa acccaagctt ggcagagcga gccacataca ccgagcccca 
 tgaggaggga ttcccccgtt tgggttcgaa ccgtctcgct cggtgtatgt ggctcggggt 
       
 ttaacggcac gatggctaag cgaactacac cccggatcca gcggctgtaa agtaccagcc 
 aattgccgtg ctaccgattc gcttgatgtg gggcctaggt cgccgacatt tcatggtcgg 
       
 cctgtcgctg aagctttttt cgacgacatg acgaaggtga tgcttgccga aagtgttcaa 
 ggacagcgac ttcgaaaaaa gctgctgtac tgcttccact acgaacggct ttcacaagtt 
       
 gactcagaaa atggaagtga gttcaccgga ggtgggcgcc aatgttggag acttgttctc 
 ctgagtcttt taccttcact caagtggcct ccacccgcgg ttacaacctc tgaacaagag 
       
 aaatgctatg aatcaagaac aaggcaacat aaaatgttaa atatcaaaag cccttcgtcc 
 tttacgatac ttagttcttg ttccgttgta ttttacaatt tatagttttc gggaagcagg 
       
 tcctaatcat tatttccctt cggatataat gaatttagga cgaaggtcat gaaagacgta 
 aggattagta ataaagggaa gcctatatta cttaaatcct gcttccagta ctttctgcat 
       
 cattcataat tatagtaaag aatgaagaat attcaaacaa aatacagaag atagtatgat 
 gtaagtatta atatcatttc ttacttctta taagtttgtt ttatgtcttc tatcatacta 
       
 ttctgtaaac attattatta atataattct atttatatta cttatgtaga caaagataaa 
 aagacatttg taataataat tatattaaga taaatataat gaatacatct gtttctattt 
       
 ttacaaatgt accttcggct tgaaagagag aaagtacaag tgtggcgcaa aagtgaatgc 
 aatgtttaca tggaagccga actttctctc tttcatgttc acaccgcgtt ttcacttacg 
       
 caagtcagcg tgaacagtac ggggatactg ttcacctatt tataggcacg ggtcgcagcc 
 gttcagtcgc acttgtcatg cccctatgac aagtggataa atatccgtgc ccagcgtcgg 
 
 ← gtcatg cccctatgac aagtgg Primer 784 ←  
       
 catgcaaaat tacattaatg ccctttacat ttatcaataa ctctgtgata attcttcgag 
 gtacgtttta atgtaattac gggaaatgta aatagttatt gagacactat taagaagctc 
       
 gtctaatatg gtctttcatc tttaagtcgg tttccttttc cgccgttatc ccgaagctct 
 cagattatac cagaaagtag aaattcagcc aaaggaaaag gcggcaatag ggcttcgaga 
 
 
 ← Primer 785 g gcggcaatag ggcttcgag ← 
       
 tctacacaca gcttcggctc tgcgtcaacc ttcgtgttct ttgtgcttct tcatattgtg 
 agatgtgtgt cgaagccgag acgcagttgg aagcacaaga aacacgaaga agtataacac 
       
 gctctgattc gagtccgaag atacctgtta atgtacttta ctccagaaac attgttaaat 
 cgagactaag ctcaggcttc tatggacaat tacatgaaat gaggtctttg taacaattta 
       
 catgtttttg aggaccttcg gaagccgaag gcccccaaca ggcctttttg ttactttagt 
 gtacaaaaac tcctggaagc cttcggcttc cgggggttgt ccggaaaaac aatgaaatca 
       
 caatgaacta aagtctagtt agaagactaa agtttaatct ctattatgtt tggctttaga 
 gttacttgat ttcagatcaa tcttctgatt tcaaattaga gataatacaa accgaaatct 
       
 gactacccgt ttggtttgag ggactaaaga ttagttcctc cattttagtc ctatttagtt 
 ctgatgggca aaccaaactc cctgatttct aatcaaggag gtaaaatcag gataaatcaa 
       
 
 → Primer 746 ca gggactaaac tgctttagtg → 
 tctaaattac caaacggtag gactaaaaca gggactaaac tgctttagtg cctagtccct 
 agatttaatg gtttgccatc ctgattttgt ccctgatttg acgaaatcac ggatcaggga 
 
     ← caggga 
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 caagatgtgg ctaaaaggga ctaaactata ttaatttcac atttgcccct catttagttc 
 gttctacacc gattttccct gatttgatat aattaaagtg taaacgggga gtaaatcaag 
 gttctacacc gattttcc Primer 780 ←   
       
 aattgtacta atagcatgag aatgttaaag gccattttag tcttcttatg aatcatttag 
 ttaacatgat tatcgtactc ttacaatttc cggtaaaatc agaagaatac ttagtaaatc 
       
 tattttctta ctaattttag tccctagaac caaacatgtt agagattaaa ctttaatctc 
 ataaaagaat gattaaaatc agggatcttg gtttgtacaa tctctaattt gaaattagag 
       
 ctaactaaac tttagtccct agactaaaga aagtaaatat ggcctaaaag tattcaaaat 
 gattgatttg aaatcaggga tctgatttct ttcatttata ccggattttc ataagtttta 
       
 acattaaatg aattataaga tgactaaaat acccttaaca ttcttccgct attagcgcaa 
 tgtaatttac ttaatattct actgatttta tgggaattgt aagaaggcga taatcgcgtt 
       
 ctgaaataaa gaagaggcaa aaatggaatt tatatggttt aatccctttt agttactcct 
 gactttattt cttctccgtt tttaccttaa atataccaaa ttagggaaaa tcaatgagga 
       
 tgaaaaacta gagactaaaa cagtttagtc cttgttttag tcctatcatt tgataattca 
 actttttgat ctctgatttt gtcaaatcag gaacaaaatc aggatagtaa actattaagt 
       
 gtgactaaat ataattaaaa tagtggaact aatctttagt ctctccaacc aaaacggcct 
 cactgattta tattaatttt atcaccttga ttagaaatca gagaggttgg ttttgccgga 
 
  ← Primer 779 ca gagaggttgg ttttgccgg ← 
       
→ gagagcta gtatgcaggc atg Primer 748 →   
 ccgagagcta gtatgcaggc atgcagcgtc tcccaccact ggtgggaccc ttggtgggga 
 ggctctcgat catacgtccg tacgtcgcag agggtggtga ccaccctggg aaccacccct 
       
 ccctcctacc aagcctggcc tagcctaacg tagcgaaacg taagcatccc ctagcctgac 
 gggaggatgg ttcggaccgg atcggattgc atcgctttgc attcgtaggg gatcggactg 
       
 
 → cac ccgacctagc cgccg Primer 1183 →  
 gtgtcgcgct ccagaaacac ccgacctagc cgccggtggc cgacacgccg catagccccc 
 cacagcgcga ggtctttgtg ggctggatcg gcggccaccg gctgtgcggc gtatcggggg 
 ← gtctttgtg ggctggatcg g Primer 720 ←  
       
 tcccactccg tgcacagcga ccgaatagcc cacgggaaac tctccgccgc cgcaacgtca 
 agggtgaggc acgtgtcgct ggcttatcgg gtgccctttg agaggcggcg gcgttgcagt 
 ← gtgaggc acgtgtcgct Primer 747 ←   
       
 ccgacgtgcg ggccgggaac cggctcggcg tatggcgcgc tgacacgtcg tcacgcggca 
 ggctgcacgc ccggcccttg gccgagccgc ataccgcgcg actgtgcagc agtgcgccgt 
       
 → Primer 745 ctgtcaccgg tcgaccgcg →  
 gaggcggggg cgccccgccg ctgtcaccgg tcgaccgcgc tagagtccgc gcgcgcgtac 
 ctccgccccc gcggggcggc gacagtggcc agctggcgcg atctcaggcg cgcgcgcatg 
       
 agcacggcgg ccggccgggg tcctgtcgcc gtcgccgtcg ccgtccgtcc tagcttctgg 
 tcgtgccgcc ggccggcccc aggacagcgg cagcggcagg ggcaggcagg atcgaagacc 
 ← gccggcccc aggacagc Primer 1185 ←  
       
 ttctctcaat ttcaaaaccg atgcacaccg cctgctgtac ggggctgggt tggccactag 
 aagagagtta aagttttggc tacgtgtggc ggacgacatg ccccgaccca accggtgatc 
       
 cagcgctgac gcggcgggcc cacgggaggt cgcgtcgatt cgcagcagcg cgccgccccc 
 gtcgcgactg cgccgcccgg gtgccctcca gcgcagctaa gcgtcgtcgc gcggcggggg 
 
 ← g gtgccctcca gcgcagc Primer 1184 ← 
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 ctccccacca ccacgtcaag cggcgtgggc ttccgcccct ccctgcccgc cgcgtgggcc 
 gaggggtggt ggtgcagttc gccgcacccg aaggcgggga gggacgggcg gcgcacccgg 
       
 
  → Primer 638 cg ctatcgtccg taacggcgac →
 cccactcgcg tcctggaatc gggatagcgt gagcacgtcg ctatcgtccg taacggcgac 
 gggtgagcgc aggaccttag ccctatcgca ctcgtgcagc gatagcaggc attgccgctg 
 ←gtgagcgc aggaccttag Primer 749 ←   
       
→ cgcgaccata agagagaagg caaag Primer 706 →   
 cgcgaccata agagagaagg caaagccagc ccccggcggg c 
 gcgctggtat tctctcttcc gtttcagtcg ggggccgccc g verdoppelte Sequenz
       
       
gagataattg ccattatgga cgaagagaga agcggattcg acgaaataga ggcgttggcg 
ctctattaac ggtaatacct gcttctctct tcgcctaagc tgctttatct ccgcaaccgc 
 ← Primer 719 tct tcgcctaagc tgctttatct ccgc ← 
 ← Primer 330 tct tcgcctaagc tgctttatct ccg ← 
 ← Primer 144 tct tcgcctaagc tgctttat ← 
      
ttggcttctc tgttttagag acgtacgcga cagccaaact ctaaaacgga cacaagacag 
aaccgaagag acaaaatctc tgcatgcgct gtcggtttga gattttgcct gtgttctgtc 
      
   → Primer 896 ccgtt cccgtgtaca 
cacttggggc tgcgtaaaca gttattagtt tcctgtcctc atttaccgtt cccgtgtaca 
gtgaaccccg acgcatttgt caataatcaa aggacaggag taaatggcaa gggcacatgt 
    ← ggcaa gggcacatgt 
gacgc →      
gacgccgtca cgcgtaccct ttttctccgt cgcatctcag tcacgcgtac tcttcttgtc 
←
 T
IR
 
ctgcggcagt gcgcatggga aaaagaggca gcgtagagtc agtgcgcatg agaagaacag 
 ctgcg Primer 756 ← 
 
   
       
 tcctactggc cctcgacgac gacaccttgt cgaacaacat gtgctggtac tggtccaggt 
 aggatgaccg ggagctgctg ctgtggaaca gcttgttgta cacgaccatg accaggtcca 
 
    ←
 ccaggtcca 
       
 ccaggtcccg gccgccgccg agcgcggcct tgttgagcct gctcgcgggg gaggagggcc 
 ggtccagggc cggcggcggc tcgcgccgga acaactcgga cgagcgcccc ctcctcccgg 
 ggtccagggc Primer 757 ←    
       
aggccgctgg gctgagcatg tcgccgaggc cgttgggcgg cggcggcgac acggtgggca 
tccggcgacc cgactcgtac agcggctccg gcaacccgcc gccgccgctg tgccacccgt 
      
gcgtcaggtc gggcgggtac tccttcctcg cctccggggc cggcggcggc gaggcggact 
cgcagtccag cccgcccatg aggaaggagc ggaggccccg gccgccgccg ctccgcctga 
      
tcttcggcga ggacgacagt gacgccgcgg ggaccttcag cttgtttcgt ctcgtgtctc di
re
ct
 re
pe
at
 
→
 
agaagccgct cctgctgtca ctgcggcgcc cctggaagtc gaacaaagca gagcacagag 
← gaagccgct cctgctgtca ct Primer 898 ←   
 
← Primer 897 cgcc cctggaagtc gaacaaag ← 
       
 tgtcaatcgt catggcggca ctactctgct ggaagagcct tggacaagct acaggtggac 
 acagttagca gtaccgccgt gatgagacga ccttctcgga acctgttcga tgtccacctg 
       
 ggataccgcc atttttcatt ggttccttcg gtaacccagc ttttgttccc tttagtgagg 
 cctatggcgg taaaaagtaa ccaaggaagc cattgggtcg aaaacaaggg aaatcactcc 
       
 gttaatttcg agcttggcgt aatcatggtc atagctgttt cctgtgtgaa attgttatcc 
 caattaaagc tcgaaccgca ttagtaccag tatcgacaaa ggacacactt taacaatagg 
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gctcacaatt ccacacaaca tacgagccgg aagcataaag tgtaaagcct ggggtgccta 
cgagtgttaa ggtgtgttgt atgctcggcc ttcgtatttc acatttcgga ccccacggat 
      
atgagtgagc taactcacat taattgcgtt gcgctcactg cccgctttcc agtcgggaaa 
tactcactcg attgagtgta attaacgcaa cgcgagtgac gggcgaaagg tcagcccttt 
      
cctgtcgtgc cagctgcatt aatgaatcgg ccaacgcgcg gggagaggcg gtttgcgtat la
c 
Pr
om
ot
or
 
→
 
ggacagcacg gtcgacgtaa ttacttagcc ggttgcgcgc ccctctccgc caaacgcata 
       
 tgggcgctct tccgcttcct cgctcactga ctcgctgcgc tcggtcgttc ggctgcggcg 
 acccgcgaga aggcgaagga gcgagtgact gagcgacgcg agccagcaag ccgacgccgc 
       
 agcggtatca gctcactcaa aggcggtaat acggttatcc acagaatcag gggataacgc 
 tcgccatagt cgagtgagtt tccgccatta tgccaatagg tgtcttagtc ccctattgcg 
       
aggaaagaac atgtgagcaa aaggccagca aaaggccagg aaccgtaaaa aggccgcgtt 
tcctttcttg tacactcgtt ttccggtcgt tttccggtcc ttggcatttt tccggcgcaa 
      
gctggcgttt ttccataggc tccgcccccc tgacgagcat cacaaaaatc gacgctcaag 
cgaccgcaaa aaggtatccg aggcgggggg actgctcgta gtgtttttag ctgcgagttc 
      
tcagaggtgg cgaaacccga caggactata aagataccag gcgtttcccc ctggaagctc 
agtctccacc gctttgggct gtcctgatat ttctatggtc cgcaaagggg gaccttcgag 
      
cctcgtgcgc tctcctgttc cgaccctgcc gcttaccgga tacctgtccg cctttctccc 
ggagcacgcg agaggacaag gctgggacgg cgaatggcct atggacaggc ggaaagaggg 
      
ttcgggaagc gtggcgcttt ctcatagctc acgctgtagg tatctcagtt cggtgtaggt 
aagcccttcg caccgcgaaa gagtatcgag tgcgacatcc atagagtcaa gccacatcca 
      
cgttcgctcc aagctgggct gtgtgcacga accccccgtt cagcccgacc gctgcgcctt 
gcaagcgagg ttcgacccga cacacgtgct tggggggcaa gtcgggctgg cgacgcggaa 
      
atccggtaac tatcgtcttg agtccaaccc ggtaagacac gacttatcgc cactggcagc 
taggccattg atagcagaac tcaggttggg ccattctgtg ctgaatagcg gtgaccgtcg 
      
agccactggt aacaggatta gcagagcgag gtatgtaggc ggtgctacag agttcttgaa 
tcggtgacca ttgtcctaat cgtctcgctc catacatccg ccacgatgtc tcaagaactt 
      
gtggtggcct aactacggct acactagaag gacagtattt ggtatctgcg ctctgctgaa 
caccaccgga ttgatgccga tgtgatcttc ctgtcataaa ccatagacgc gagacgactt 
      
gccagttacc ttcggaaaaa gagttggtag ctcttgatcc ggcaaacaaa ccaccgctgg 
cggtcaatgg aagccttttt ctcaaccatc gagaactagg ccgtttgttt ggtggcgacc 
      
tagcggtggt ttttttgttt gcaagcagca gattacgcgc agaaaaaaag gatctcaaga 
atcgccacca aaaaaacaaa cgttcgtcgt ctaatgcgcg tctttttttc ctagagttct 
      
agatcctttg atcttttcta cggggtctga cgctcagtgg aacgaaaact cacgttaagg 
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tctaggaaac tagaaaagat gccccagact gcgagtcacc ttgcttttga gtgcaattcc 
       
 gattttggtc atgagattat caaaaaggat cttcacctag atccttttaa attaaaaatg 
 ctaaaaccag tactctaata gtttttccta gaagtggatc taggaaaatt taatttttac 
       
 aagttttaaa tcaatctaaa gtatatatga gtaaacttgg tctgacagtt accaatgctt 
 ttcaaaattt agttagattt catatatact catttgaacc agactgtcaa tggttacgaa 
       
 aatcagtgag gcacctatct cagcgatctg tctatttcgt tcatccatag ttgcctgact 
 ttagtcactc cgtggataga gtcgctagac agataaagca agtaggtatc aacggactga 
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ccccgtcgtg tagataacta cgatacggga gggcttacca tctggcccca gtgctgcaat 
ggggcagcac atctattgat gctatgccct cccgaatggt agaccggggt cacgacgtta 
      
gataccgcga gacccacgct caccggctcc agatttatca gcaataaacc agccagccgg 
ctatggcgct ctgggtgcga gtggccgagg tctaaatagt cgttatttgg tcggtcggcc 
      
aagggccgag cgcagaagtg gtcctgcaac tttatccgcc tccatccagt ctattaattg 
ttcccggctc gcgtcttcac caggacgttg aaataggcgg aggtaggtca gataattaac 
      
ttgccgggaa gctagagtaa gtagttcgcc agttaatagt ttgcgcaacg ttgttgccat 
aacggccctt cgatctcatt catcaagcgg tcaattatca aacgcgttgc aacaacggta 
      
tgctacaggc atcgtggtgt cacgctcgtc gtttggtatg gcttcattca gctccggttc 
acgatgtccg tagcaccaca gtgcgagcag caaaccatac cgaagtaagt cgaggccaag 
      
ccaacgatca aggcgagtta catgatcccc catgttgtgc aaaaaagcgg ttagctcctt 
ggttgctagt tccgctcaat gtactagggg gtacaacacg ttttttcgcc aatcgaggaa 
      
cggtcctccg atcgttgtca gaagtaagtt ggccgcagtg ttatcactca tggttatggc 
gccaggaggc tagcaacagt cttcattcaa ccggcgtcac aatagtgagt accaataccg 
      
agcactgcat aattctctta ctgtcatgcc atccgtaaga tgcttttctg tgactggtga 
tcgtgacgta ttaagagaat gacagtacgg taggcattct acgaaaagac actgaccact 
      
gtactcaacc aagtcattct gagaatagtg tatgcggcga ccgagttgct cttgcccggc 
catgagttgg ttcagtaaga ctcttatcac atacgccgct ggctcaacga gaacgggccg 
      
gtcaatacgg gataataccg cgccacatag cagaacttta aaagtgctca tcattggaaa 
cagttatgcc ctattatggc gcggtgtatc gtcttgaaat tttcacgagt agtaaccttt 
      
acgttcttcg gggcgaaaac tctcaaggat cttaccgctg ttgagatcca gttcgatgta 
tgcaagaagc cccgcttttg agagttccta gaatggcgac aactctaggt caagctacat 
      
acccactcgt gcacccaact gatcttcagc atcttttact ttcaccagcg tttctgggtg 
tgggtgagca cgtgggttga ctagaagtcg tagaaaatga aagtggtcgc aaagacccac 
      
agcaaaaaca ggaaggcaaa atgccgcaaa aaagggaata agggcgacac ggaaatgttg 
tcgtttttgt ccttccgttt tacggcgttt tttcccttat tcccgctgtg cctttacaac 
      
aatactcata ctcttccttt ttcaatatta ttgaagcatt tatcagggtt attgtctcat 
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ttatgagtat gagaaggaaa aagttataat aacttcgtaa atagtcccaa taacagagta 
       
 gagcggatac atatttgaat gtatttagaa aaataaacaa ataggggttc cgcgcacatt 
 ctcgcctatg tataaactta cataaatctt tttatttgtt tatccccaag gcgcgtgtaa 
       
tccccgaaaa gtgccacctg acgcgccctg tagcggcgca ttaagcgcgg cgggtgtggt 
aggggctttt cacggtggac tgcgcgggac atcgccgcgt aattcgcgcc gcccacacca 
      
ggttacgcgc agcgtgaccg ctacacttgc cagcgcccta gcgcccgctc ctttcgcttt 
ccaatgcgcg tcgcactggc gatgtgaacg gtcgcgggat cgcgggcgag gaaagcgaaa 
      
cttcccttcc tttctcgcca cgttcgccgg ctttccccgt caagctctaa atcgggggct 
gaagggaagg aaagagcggt gcaagcggcc gaaaggggca gttcgagatt tagcccccga 
      
ccctttaggg ttccgattta gtgctttacg gcacctcgac cccaaaaaac ttgattaggg 
gggaaatccc aaggctaaat cacgaaatgc cgtggagctg gggttttttg aactaatccc 
      
tgatggttca cgtagtgggc catcgccctg atagacggtt tttcgccctt tgacgttgga 
←
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actaccaagt gcatcacccg gtagcgggac tatctgccaa aaagcgggaa actgcaacct 
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 gtccacgttc tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga acaacactca accctatctc 
 caggtgcaag aaattatcac ctgagaacaa ggtttgacct tgttgtgagt tgggatagag 
       
 ggtctattct tttgatttat aagggatttt gccgatttcg gcctattggt taaaaaatga 
 ccagataaga aaactaaata ttccctaaaa cggctaaagc cggataacca attttttact 
       
 gctgatttaa caaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgctta caatttccat 
 cgactaaatt gtttttaaat tgcgcttaaa attgttttat aattgcgaat gttaaaggta 
       
 tcgccattca ggctgcgcaa ctgttgggaa gggcgatcgg tgcgggcctc ttcgctatta 
 agcggtaagt ccgacgcgtt gacaaccctt cccgctagcc acgcccggag aagcgataat 
       
 cgccagctgg cgaaaggggg atgtgctgca aggcgattaa gttgggtaac gccagggttt 
 gcggtcgacc gctttccccc tacacgacgt tccgctaatt caacccattg cggtcccaaa 
       
 tcccagtcac gacgttgtaa aacgacggcc agtgaattgt aatacgactc actatagggc 
 agggtcagtg ctgcaacatt ttgctgccgg tcacttaaca ttatgctgag tgatatcccg 
       
gaattggagc tccaccgcgg tggcggccgc tctagaacta gtggatctgc ccggcatagc 
cttaacctcg aggtggcgcc accgccggcg agatcttgat cacctagacg ggccgtatcg 
      
cgcgaaaatc cgcgttcggc cgcatgacca tctgaaccgg gaagcggaaa ggctttgcct 
gcgcttttag gcgcaagccg gcgtactggt agacttggcc cttcgccttt ccgaaacgga 
      
ggtccgtcgg atcgagttcg accgtttcca gatattcgag cagcgccgcc cctctgtacc 
ccaggcagcc tagctcaagc tggcaaaggt ctataagctc gtcgcggcgg ggagacatgg 
      
agggggtatt ggcggaagcc gagatgacgt tgtcgccgtc tcgcgccgag atcgggattg 
tcccccataa ccgccttcgg ctctactgca acagcggcag agcgcggctc tagccctaac 
      
gccgtatgct ggcgaaaccg agctctttgg cgaaagccat gtagtcggcg acgatttcct 
cggcatacga ccgctttggc tcgagaaacc gctttcggta catcagccgc tgctaaagga 
      
cgtacacctg ttgtttaaaa tcgacgagat cgatcttgtt gacggccagc acgacatggc 
gcatgtggac aacaaatttt agctgctcta gctagaacaa ctgccggtcg tgctgtaccg 
      
ggatgccgag gagtgaggct atataggagt ggcgccgggt ctgctggaga atgccctgcc 
cctacggctc ctcactccga tatatcctca ccgcggccca gacgacctct tacgggacgg 
      
ggctgtcgat gaggatgatg gcgagatccg cggccgctgc aggaattcga tatcaagctt 
no
d 
G
en
e 
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s 
R
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ccgacagcta ctcctactac cgctctaggc gccggcgacg tccttaagct atagttcgaa 
       
 atcgataccg tcgacctcga gggggggccc ggtaaccatt ttggcaatat ttccatggca 
 tagctatggc agctggagct cccccccggg ccattggtaa aaccgttata aaggtaccgt 
       
 aatacgagtg gatgctttta gtcttgtaaa gaaaataata ccaaaacctt ttactaattg 
 ttatgctcac ctacgaaaat cagaacattt cttttattat ggttttggaa aatgattaac 
       
 aaactttggt gtatgatgaa tttaggagta attagtgcta ggacaggtgg aaggtgcgtc 
 tttgaaacca catactactt aaatcctcat taatcacgat cctgtccacc ttccacgcag 
       
cgttgctcgt cggtgctgaa cagcccgctc ttgaggtccg gcagcgtcag gtcgggcggg 
gcaacgagca gccacgactt gtcgggcgag aactccaggc cgtcgcagtc cagcccgccc 
      
tactccttcc tcgcctccgg ggccggcggc ggcgaggcgg acttcttggg cgaggacgac 
atgaggaagg agcggaggcc ccggccgccg ccgctccgcc tgaagaaccc gctcctgctg 
      
→ acaccg cggggaactt gagg Primer 901 →   
agtgacaccg cggggaactt gaggagcacg cggagcgccc ggtccgcggc ggcggcggcc di
re
ct
 re
pe
at
 →
 
tcactgtggc gccccttgaa ctcctcgtgc gcctcgcggg ccaggcgccg ccgccgccgg 
146 ANHANG 
 
 
 → ttggcgc gcgggaggag gag Primer 900 →   
 tcgttggcgc gcgggaggag gaggtccccg gcgtggaggc ccgagaaggc gcgcgcgtcc 
 agcaaccgcg cgccctcctc ctccaggggc cgcacctccg ggctcttccg cgcgcgcagg 
       
 gcggacgcgc tcgcggcgag gaggatgtgc gcggccgcgg cgaggtggag cggcgtggcg 
 cgcctgcgcg agcgccgctc ctcctacacg cgccggcgcc gctccacctc gccgcaccgc 
       
 tcgtccgcgg gcgacgcgcg cgcggcctct gccggcgcgg agtacagcac gtacgccagc 
 agcaggcgcc cgctgcgcgc gcgccggaga cggccgcgcc tcatgtcgtg catgcggtcg 
       
accgccgtgc tgccgtagag cgcggcgacg gagacaagaa gagtacgcgt gacggcgtct 
tggcggcacg acggcatctc gcgccgctgc ctctgttctt ctcatgcgca ctgccgcaga 
      
  → Primer 1027 cct gtttacgcag ccccaagagc →
gcgcacggga acggtaaacg gggacagaaa actaatacct gtttacgcag ccccaagagc 
cgcgtgccct tgccatttgc ccctgtcttt tgattatgga caaatgcgtc ggggttctcg 
      
 → Primer 1029 cgtgcgtc tccaaaacag agaagcc → 
tgtctcgtat ccgttttgga gtttggctgt cgcgtgcgtc tccaaaacag agaagccaac 
acagagcata ggcaaaacct caaaccgaca gcgcacgcag aggttttgtc tcttcggttg 
      
→
 catttcgtc gaatcccctt cc Primer 145 →  
→ gcct ccatttcgtc gaatcccctt cc Primern 329 →  
gccaacgcct ccatttcgtc gaatcccctt ccctcttcgt ccataatggc aattatctc 
TI
R
 →
 
cggttgcgga ggtaaagcag cttaggggaa gggagaagca ggtattaccg ttaatagag 
 ← cgga ggtaaagcag cttaggggaa Primer 899 ←  
       
 
    → ct cctttcaact 
 ccggcg ggcggtaacc gcccccct cctttcaact 
 
verdoppelte Sequenz ggccgc ccgccattgg cgggggga ggaaagttga 
      
cgctcgctc Primer 142 →    
→ Primer 640 tctcgtc agtctgcagc agcc →  
 → cttcc atctttctcc ctctctc Primer 420 →  
cgctcgctcg ctcgccttcc atctttctcc ctctctcgtc agtctgcagc agcccagcgc 
gcgagcgagc gagcggaagg tagaaagagg gagagagcag tcagacgtcg tcgggtcgcg 
    ← g tcgggtcgcg 
Translationsstart     
cgtcgcgcat gcaggaggcg tcatcggcgg cggcggcggg ggccgagccc ggccgtcggg 
←
 c
D
N
A
 5
’U
TR
 
gcagcgcgta cgtcctccgc agtagccgcc gccgccgccc ccggctcggg ccggcagccc 
 
gcagcg Primer 1030 ←   ← cagccc 
 ← cgtcctccgc agtagccgc Primer 1028 ←  
       
 cggcgcagca tcagttcgcc ggcgtggacc tccggcggcc caaggggtac gcgccgccgg 
 gccgcgtcgt agtcaagcgg ccgcacctgg aggccgccgg gttccccatg cgcggcggcc 
 gccgcgtcgt agtc Primer 639 ←    
       
 cgccggcgcc ggcggtgggc gagggggacc cgtgcccgcg gtgcgcgtcg cgggacacca 
 gcggccgcgg ccgccacccg ctccccctgg gcacgggcgc cacgcgcagc gccctgtggt 
 ← g ccgccacccg ctccc Primer 705 ←   
       
 agttctgcta ctacaacaac tacaacacct cccagccgcg ccacttctgc aagggctgcc 
 tcaagacgat gatgttgttg atgttgtgga gggtcggcgc ggtgaagacg ttcccgacgg 
       
 gccgctactg gaccaagggc ggcacgctgc gcaacgtccc cgtcggcggc ggcacccgca 
 cggcgatgac ctggttcccg ccgtgcgacg cgttgcaggg gcagccgccg ccgtgggcgt 
ANHANG 147
 
 
 
 agaagccctc ctcctcctcg tcgtcgtcct acgcggccgc cgcggccgcc gacaggcagc 
 tcttcgggag gaggaggagc agcagcagga tgcgccggcg gcgccggcgg ctgtccgtcg 
 
  ← gcagga tgcgccggcg g Primer 704 ← 
       
 
 → aagaagcgcc gcgtcgtggc gccg Primer 281 → 
 ccaagaagaa gcccgccagc aagaagcgcc gcgtcgtggc gccggccccg gagctcgccg 
 ggttcttctt cgggcggtcg ttcttcgcgg cgcagcaccg cggccggggc ctcgagcggc 
      
 
 → Primer 734 gacgacg acgagcgaga 
 ccgcggccga cccaggcaag acggcgacca ccaccacgac gacgacgacg acgagcgaga 
 ggcgccggct gggtccgttc tgccgctggt cgtggtgctg ctgctgctgc tgctcgctct 
       
 tc→ →cgga gactggcgcg ctgg Primer 1071 →   
 tcaccacgga gactggcgcg ctggaggact ccgactccct ggcgcacctg ctgctgcagc 
 agtggtgcct ctgaccgcgc gacctcctga ggctgaggga ccgcgtggac gacgacgtcg 
 
 ← cctcctga ggctgaggga ccgcg Primer 282 ← 
       
 ccgggacaga ggacgcggag gccgtcgcgc tcgggctcgg cctctccgac ttcccctccg 
 ggccctgtct cctgcgcctc cggcagcgcg agcccgagcc ggagaggctg aaggggaggc 
 
 ← Primer 276 gagcc ggagaggctg aaggggag ← 
       
 ccgggaaggc ggtgctggac gacgaggact cgttcgtgtg gcccgccgcg tcgttcgaca 
 ggcccttccg ccacgacctg ctgctcctga gcaagcacac cgggcggcgc agcaagctgt 
 
  ← Primer 1070 cgggcggcgc agcaagc ← 
 ← ccg ccacgacctg ctgctc Primer 1072 ←   
      
 
 → Primer 736 cgcctgc atcttcctca 
 tgggcgcgtg ctgggccggc gcagggttcg ccgacccgga ccccgcctgc atcttcctca 
 acccgcgcac gacccggccg cgtcccaagc ggctgggcct ggggcggacg tagaaggagt 
 
 ← cgtcccaagc ggctgggc Primer 1069 ← 
       
acc → Translationsstop     
acctcccgtg acagccacac acggtcacgg cgccgaggcg tacgtcctcc tgctctgctc 
tggagggcac tgtcggtgtg tgccagtgcc gcggctccgc atgcaggagg acgagacgag 
      
tgctctgcgc ctgatgatga gtgcaaggaa atggagcgct ttgattcttc agctatttga 
acgagacgcg gactactact cacgttcctt tacctcgcga aactaagaag tcgataaact 
      
  → Primer 1024 cac gcacgatgag ctgactgcg → 
    → Primer 1025 ctgcgt 
tgcatctgct aattgatttg gcagtggtgg taaggtacac gcacgatgag ctgactgcgt 
acgtagacga ttaactaaac cgtcaccacc attccatgtg cgtgctactc gactgacgca 
      
ggttcttggt ttgggcc →  → Primer 642 gtatgtgtg 
ggttcttggt ttgggcctta gtatatgatg acgatgacga tgatactagt tgtatgtgtg 
←
 c
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ccaagaacca aacccggaat catatactac tgctactgct actatgatca acatacacac 
       
 acgtgagaga cgatcgc →     
 acgtgagaga cgatcgcgac Primer 697 →   
 acgtgagaga cgatcgcgac gacgaccttg aattttagtt tctgagatga gaaaggtcaa 
 tgcactctct gctagcgctg ctgctggaac ttaaaatcaa agactctact ctttccagtt 
 
tgcactctct gctagcg Primer 735 ←  ← ccagtt 
148 ANHANG 
 
 
ctagtggcct ctgtatgact ttagttttac tcatgaactc atcagatggc tggctatggc 
gatcaccgga gacatactga aatcaaaatg agtacttgag tagtctaccg accgataccg 
gatcaccgga gacatactg Primer 1026 ←   
 ← atcaaaatg agtacttgag tag Primer 143 ← 
  ← Primer 421 agtctaccg accgataccg 
      
tgtggttgtg gctaactcat cgtcaagtgc ttctaccggc tgcctataaa ctagactgag 
acaccaacac acaccaacac gcagttcacg aagatggccg acggatattt gatctgactc 
ac ←      
      
ctcttattgt tggtctggga ttcttccctg ttcttatgat aagttctttt gtgctgtcat 
←
 c
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gagaataaca accagaccct aagaagggac aagaatacta ttcaagaaaa cacgacagta 
       
 gcttgttttc ttcttttctg taaagattat gggggaaaaa cattctaaat tcgtcttcct 
 cgaacaaaag aagaaaagac atttctaata cccccttttt gtaagattta agcagaagga 
       
 cggctctcaa tctcatggtg cgcgcgcgcg cgcgtgctgt gtgtcccaga gccagagtcg 
 gccgagagtt agagtaccac gcgcgcgcgc gcgcacgaca cacagggtct cggtctcagc 
       
 caggggagca tggatgctga aagctgtagt tagcactcgc cgccataatc gatccgccgg 
 gtcccctcgt acctacgact ttcgacatca atcgtgagcg gcggtattag ctaggcggcc 
       
 ccggcgacgg cgatcgtggt gctgatcggt tggcatggca tggcaggcac gtctgctgcg 
 ggccgctgcc gctagcacca cgactagcca accgtaccgt accgtccgtg cagacgacgc 
       
 actttgtcgc ggcaagacga ttcgccgggc gatcggttcc gttccagttc caggcgtcgg 
 tgaaacagcg ccgttctgct aagcggcccg ctagccaagg caaggtcaag gtccgcagcc 
       
 aagaaacgaa gaacattgtc agcggcggtg gtcgtgctcc actcctgcct gtcgtcgtga 
 ttctttgctt cttgtaacag tcgccgccac cagcacgagg tgaggacgga cagcagcact 
       
 cgctcgcatc gcattcggat tcgcatccaa ccaatccagt gcaggtgggt ttgtcatgat 
 gcgagcgtag cgtaagccta agcgtaggtt ggttaggtca cgtccaccca aacagtacta 
 
 ← Primer 750 ggttaggtca cgtccaccca aac ← 
       
 → gcagtgtaga ccgtccggc Primer 781 →  
 tccgagccga gcagtgtaga ccgtccggcg tccaggccag cgggcaacgc cacgcggcgg 
 aggctcggct cgtcacatct ggcaggccgc aggtccggtc gcccgttgcg gtgcgccgcc 
       
 gggggcatct ggttcccgcc gccatcattt tcgcccgccg atgcctgccc gcccgcccgc 
 cccccgtaga ccaagggcgg cggtagtaaa agcgggcggc tacggacggg cgggcgggcg 
       
 cgagtgcgac tgcggtccca gcaaggaacc cattgctagg cggctcaacc actgcgaatc 
 gctcacgctg acgccagggt cgttccttgg gtaacgatcc gccgagttgg tgacgcttag 
       
 
 → c cgggaacaag gtacacgtac Primer 782 → 
 ttcgatgatc ttcgacgggc cgggaacaag gtacacgtac gcccacacgc ccagtggccg 
 aagctactag aagctgcccg gcccttgttc catgtgcatg cgggtgtgcg ggtcaccggc 
       
 cgcagcctgg tgttccggtt gcacgtcgac gtccgccatc cacatccatg gtggatcgtc 
 gcgtcggacc acaaggccaa cgtgcagctg caggcggtag gtgtaggtac cacctagcag 
       
 
 → cgtcggc acgggtcgtg Primer 786 →  
 ggtgagcccg aggcgtcggc acgggtcgtg gcgggtgtac cgtgtacgac gtcccgctcg 
 ccactcgggc tccgcagccg tgcccagcac cgcccacatg gcacatgctg cagggcgagc 
       
 → gtcg gcgccagcag catc Primer 787 →   
 cgagctgtcg gcgccagcag catcagcgtc tgctgccagt cgctccgtgc gtctggccgt 
 gctcgacagc cgcggtcgtc gtagtcgcag acgacggtca gcgaggcacg cagaccggca 
ANHANG 149
 
 
 
 ctgcatgccg gcggaggggc ggcagtggtt cggcgaacgg ggacgtataa gctcggcttc 
 gacgtacggc cgcctccccg ccgtcaccaa gccgcttgcc cctgcatatt cgagccgaag 
       
 tctagagtaa cgtgcacgtc agcgtctatc aaacaccaca ccgcgtgcct gccactgcct 
 agatctcatt gcacgtgcag tcgcagatag tttgtggtgt ggcgcacgga cggtgacgga 
       
 ctgcctctgt gccctccctg tcgtcgtgct cggctccgcg tcgtctgcat gccaggccgt 
 gacggagaca cgggagggac agcagcacga gccgaggcgc agcagacgta cggtccggca 
       
 tgcgtcgcga cctgcgaggg gcagggggct ctaccatcag aacagatgca acaactgtca 
 acgcagcgct ggacgctccc cgtcccccga gatggtagtc ttgtctacgt tgttgacagt 
       
 aggtaacaag tgaaggccac agagggagaa gagagtataa acgagtactc acgtatatag 
 tccattgttc acttccggtg tctccctctt ctctcatatt tgctcatgag tgcatatatc 
       
 ttagggtaac tctgaagcaa agaaattcac atgtataaca tcaactacct cctaaaaaca 
 aatcccattg agacttcgtt tctttaagtg tacatattgt agttgatgga ggatttttgt 
       
 ggagagagaa aaagaaacat agcattggaa gggaagaaat tcactcacat agcattaaaa 
 cctctctctt tttctttgta tcgtaacctt cccttcttta agtgagtgta tcgtaatttt 
       
 tttgagcccc cccctaaagc gtagaaaatt tgtagaaact gtttatcaat tttacatgga 
 aaactcgggg ggggatttcg catcttttaa acatctttga caaatagtta aaatgtacct 
       
 tcagttgctt tcgactttaa tgctctaaag ttgttaagag atactaccta ggtttataag 
 agtcaacgaa agctgaaatt acgagatttc aacaattctc tatgatggat ccaaatattc 
       
 ctttaaaaac acatttatag atccctaaac agctaaactt attaaatagt gcacagtaaa 
 gaaatttttg tgtaaatatc tagggatttg tcgatttgaa taatttatca cgtgtcattt 
       
 gccacgttgt gttgcagaaa tggatctctc cggctgccac attggcatgt acttagggcg 
 cggtgcaaca caacgtcttt acctagagag gccgacggtg taaccgtaca tgaatcccgc 
       
 → c ctccgctaga cacgtagcac Primer 826 →  
 ctagctctcc ctccgctaga cacgtagcac tcagctacac ccccattgta cacctggatc 
 gatcgagagg gaggcgatct gtgcatcgtg agtcgatgtg ggggtaacat gtggacctag 
       
 ctctgcccga gtgaacaatg gcggctgagt gctgaggaac tccttatagt tggctgctgc 
 gagacgggct cacttgttac cgccgactca cgactccttg aggaatatca accgacgacg 
       
 taggggatgc tgatggtgat caccaccacc atagtgctga ggtggcggct gacattgagc 
 atcccctacg actaccacta gtggtggtgg tatcacgact ccaccgccga ctgtaactcg 
       
 caactaacgc agaatctcat tctgcggaac catcaactct tgcatggtag gaggcggtgg 
 gttgattgcg tcttagagta agacgccttg gtagttgaga acgtaccatc ctccgccacc 
       
 cgggggtgga ggaatgcgct cattctgtcc tcgacgcgct cgtcctgcca tctgaaaatt 
 gcccccacct ccttacgcga gtaagacagg agctgcgcga gcaggacggt agacttttaa 
       
 taggatgctt taatatcata cttctgatgt cagggttcat atgtggtgaa aaattcaaaa 
 atcctacgaa attatagtat gaagactaca gtcccaagta tacaccactt tttaagtttt 
       
 ggacaagatt tgcaaaatgc cagcatttcc ttgcatagtt cataaaagat accacatgac 
 cctgttctaa acgttttacg gtcgtaaagg aacgtatcaa gtattttcta tggtgtactg 
       
 ataaaacttc ccttttaatt aaaagttgac atcatccacc atccataatt ccaaaagagt 
 tattttgaag ggaaaattaa ttttcaactg tagtaggtgg taggtattaa ggttttctca 
       
 ttgttacgat tacatcaatg atcaaaagac tcaactctgt cttgcctagt accccaaggg 
 aacaatgcta atgtagttac tagttttctg agttgagaca gaacggatca tggggttccc 
150 ANHANG 
 
 
 tgcaaaagct aagctagctc cgaggagttc taccgcaaca cacttctaac cctatccctg 
 acgttttcga ttcgatcgag gctcctcaag atggcgttgt gtgaagattg ggatagggac 
       
 taacttaatg aacaaacgag gcaacacttg actcagggga agggggtctc cctgagccag 
 attgaattac ttgtttgctc cgttgtgaac tgagtcccct tcccccagag ggactcggtc 
       
 → Primer 847  gctccggct ccactcctc →  
 cagtgtccag gctagatgag ggctccggct ccactcctcc ctcaatgtca acatcctcgt 
 gtcacaggtc cgatctactc ccgaggccga ggtgaggagg gagttacagt tgtaggagca 
       
 
→ cctccat gtcctgaatc tcctg Primer 848 →   
 tagcctccat gtcctgaatc tcctgatggt gcatatccaa gtgctggtta gcctcctcga 
 atcggaggta caggacttag aggactacca cgtataggtt cacgaccaat cggaggagct 
       
 gttgttgttg agtgtttatc agctgatcct cgagtacctc actggtgttc tccctggctc 
 caacaacaac tcacaaatag tcgactagga gctcatggag tgaccacaag agggaccgag 
       
 ccactagctc ctcaagctcc tg    
 ggtgatcgag gagttcgagg ac    
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6 GLOSSAR 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
µmol Mikromol 
6PG 6-Phosphogluconat 
a Adenin 
A Adenin 
A Photosyntheserate 
ADP Adenosindiphosphat 
AMG Amyloglucosidase 
AMP Adenosinmonophosphat 
Amp Ampicilin 
AMY α-Amylase 
ATP Adenosintriphosphat 
att Attachement-Site 
bla Beta-Lactamase Gen 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Rinderserum Albumin 
bzw. beziehungsweise 
c Cytosin 
C Cytosin 
CA Carboanhydrase 
cab Chlorophyll a und b Bindeprotein 
CAP 7-Methylguanosin mit Triphosphatbrücke 
CAT Chloramphenicolacetyltransferase 
ccdB cell division or death B Protein 
CdCl2 Cadmiumchlorid 
cDNA copy DNA (Kopie-DNA) 
CIAP Calf Intestine Alkaline Phosphatase 
cm Zentimeter 
cm2 Quadratzentimeter 
CmR Chloramphenicol Resistenz 
CO2 Kohlenstoffdioxyd 
ColEI ori origin of replication aus E. coli 
cpm counts per minute, Zerfälle pro Minute 
cv. Kultivar 
d.h. das heißt 
Da Dalton 
dATP Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP Desoxycytidintriphosphat 
dGTP Desoxyguanosintriphosphat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNAse Desoxyribonuklease 
dNTP(s) Desoxynukleotidtriphosphat(e) 
DOF DNA binding with one finger 
dsRNA doubel stranded RNA, doppelsträngige RNA 
DTT Dithiothreitol 
dTTP Desoxythymidintriphoshat 
E Energie 
E Extinktion 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EST Expressed Sequence Tags 
EtBr Ethidiumbromid 
EtOH Ethanol 
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F Luftstrom 
g Erdbeschleunigung 
g Gramm 
g Guanin 
G Guanin 
G6P Glucose-6-Phosphat 
G6P-DH Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase  
GÄq Glucoseäquivalente 
GLC Glucose 
GOT Glutamatoxalacetattransaminase 
h Stunde 
H2SO4 Schwefelsäure 
HCl Chlorwasserstoffsäure 
heM heterozygote Mutante 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure 
HK Hexokinase 
hnRNA heterogene nukleäre RNA 
hoM homozygote Mutante 
K stomatale Ratio 
kb Kilobasen 
KCl Kaliumchlorid 
kDa Kilo-Dalton 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
KHCO3 Kaliumcarbonat 
KOH Kaliumhydroxyd 
l Liter 
LDH Lactatdehydrogenase 
m Meter 
M Mol 
MDH Malatdehydrogenase 
ME Malatenzym 
mg Milligramm 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
min Minute(n) 
ml Milliliter 
Mla1 Intron Mildew Resistance Gene a1 
mm Millimeter 
mM Millimol 
mm3 Kubikmillimeter 
MMLV-RT Reverse Transkriptase aus Moloney murine leukemia virus 
mRNA messenger RNA 
N Stichprobenumfang 
n Umfang einer Grundgesamtheit 
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 
NaAc Natriumacetat 
NaCl Natriumchlorid 
NAD Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid 
NADH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Hydroeen 
NaOH Natriumhydroxid 
NCBI National Center of Biotechnology 
NH4-Acetat Ammoniumacetat 
nm Nanometer 
nos nos Terminator 
NTP(s)  Nukleosidtriphosphat (e) 
O2 Sauerstoff 
OAA Oxalacetat 
OD Optische Dichte 
p Überschreitungswahrscheinlichkeit 
p.a. pro analysis 
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase Kettenreaktion 
PEG Polyethylenglycol 
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PEP Phosphoenolpyruvat 
PEPC Phosphoenolpyruvatcarboxylase 
PEPCK Phosphoenolpyruvatcarboxykinase 
PK Pyruvatkinase 
pmol Picomol 
PPDK Pyruvat-Pi-Dikinase 
ppm parts per million 
PTGS post transcriptional gene silencing 
PYR Pyruvat 
RBS Ribosombindestelle 
RISC RNA induced silencing complex 
RLM-Race RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA ends 
RNAi RNA interference 
rRNA ribosomale RNA 
RT Raumtemperatur 
RuBisCo Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase 
RuBP Ribulose-1,5-bisphosphat 
S Fläche 
s Sekunde 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
siRNA small interfering RNA 
SSC Sodium-Chloride-Sodium Citrate 
t Thymin 
T Thymin 
TAP Tobacco Acid Phosphatase 
TIR terminal inverted repeats 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
tRNA transfer-RNA 
U Unit 
UTR untranslatierte Region 
V Volt 
WT Wildtyp 
z.B. zum Beispiel 
σ Standardabweichung 
Г apparenter CO2-Kompensationspunkt 
Г* CO2-Kompensationspunkt unter Abzug der Atmung 
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